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 Il est désormais admis que le caractère invasif d'une tumeur est lié, non seulement, au 
génotype des cellules cancéreuses, mais aussi à leurs interactions avec le microenvironnement 
tumoral (MT). Au sein du MT, une déstabilisation de la matrice stromale favorise la 
progression tumorale et la dissémination métastatique. Le remaniement de la matrice 
extracellulaire est souvent piloté par des enzymes protéolytiques. En revanche, les effets de 
l'inhibition de la formation de cette matrice sont peu étudiés. C’est dans cette optique que 
nous nous sommes intéressés à la protéine C (PC) et son récepteur endothélial (EPCR) et à 
leur rôle dans la tumorigenèse des leucémies et des cancers solides. 
L’EPCR est exprimé par un grand nombre de lignées cellulaires cancéreuses. Il est 
aussi détecté dans le compartiment tumoral chez des patients atteints de pathologie tumorale. 
Son gène est hautement conservé. Il possède cependant plusieurs polymorphismes. Un de ces 
SNPs (single nucleotide polymorphism) - 6936A/G - se traduit par la libération d'une forme 
soluble circulante de l'EPCR (EPCRs) résultant de la protéolyse de la forme membranaire. 
Chez des patients leucémiques, une fréquence élevée du SNP 6936A/G est observée et 
associée à la survenue de thrombose.  
D'autre part, l’EPCR est détecté in situ dans la majorité des biopsies tumorales testées 
et sécrété en grande quantité dans les ascites. La fixation de la PC sur l’EPCR et son 
activation augmentent la survie et le potentiel migratoire des cellules cancéreuses. Aussi, la 
PCA est capable de moduler, par communication paracrine, la sécrétion de plusieurs 
interleukines et cytokines. Ainsi, la stimulation de cellules du cancer de l'ovaire par la PCA 
induit la synthèse d'une thrombopoïétine ovarienne fonctionnelle. Cette cytokine étant 
régulatrice de la production de plaquettes, la PCA semble être de nouveau à l'interface entre 
troubles de l'hémostase et pathologie cancéreuse. 
 L’élucidation du rôle complexe de la PCA et de son récepteur endothélial dans la 
carcinogenèse permettrait non seulement de dégager de nouvelles approches thérapeutiques, 





 It is now recognized that the invasiveness of tumor cells is not only related to the 
genotype of these cells but also to their interaction with tumor microenvironment (TM). 
Within the TM, stromal matrix destabilization promotes tumor progression and metastatic 
dissemination. The extracellular matrix remodeling is often driven by proteolytic enzymes. 
However, few studies have investigated the effects of an impairment of the matrix formation. 
Given these facts and circumstances, we were interested in protein C (PC) and its endothelial 
receptor (EPCR), as well as in their role in tumorigenesis in leukemia and solid cancers. 
 EPCR is expressed by a wide range of cancer cell lines. It is also detected within the 
tumor compartment in patients with malignant diseases. EPCR gene is highly conserved but 
nevertheless contains polymorphisms. One of these SNPs (single nucleotide polymorphism) - 
6936A/G – reflects – in the release of a soluble circulating form (EPCRs) resulting from the 
proteolysis of membrane-associated form. In leukemic patients a high incidence of 6936A/G 
SNP is observed and associated with thrombosis events. 
 Moreover, EPCR is detected in the majority of tumor biopsies and is abundantly 
secreted in ascitic fluid. The PC attachment to EPCR and its activation promotes cell survival 
and migratory potential of tumor cells. Also, APC is able to modulate, by a paracrine manner, 
interleukins and cytokines secretion. Thus, ovarian cancer cells stimulation by APC induces 
the synthesis of a functional ovarian thrombopoietin. As this cytokine has a regulatory effect 
on platelet production, APC may be once again at the interface between hemostasis disorders 
and coagulation. 
 The elucidation of the intricate role of APC and its endothelial receptor could permit 
not only to identify new therapeutic approaches but also to prevent cancer-associated 
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 En 1823, Jean-Baptiste Bouillaud, un physicien français, publia un premier rapport 
suggérant l'existence d'un lien entre cancer et thrombose. Les observations fournies par 
Armand Trousseau, en 1865, furent la deuxième preuve plaidant pour une association forte 
entre pathologie cancéreuse et thrombose veineuse. Depuis, le nombre de travaux d'études, 
visant à mieux définir et comprendre cette relation, ne cesse d'augmenter. De nos jours, le lien 
épidémiologique entre thrombose et cancer est bien établi. D'une part, le cancer constitue un 
facteur de risque majeur de la maladie thrombo-embolique veineuse (MTEV), d'autre part, la 
thrombose peut révéler un cancer. 
 En effet, la thrombose est une complication fréquente de la pathologie cancéreuse. Elle 
représente la deuxième cause de décès chez les patients atteints d'un cancer.  
 Le traitement de la MTEV, dans un contexte tumoral, est compliqué, puisque le risque 
hémorragique induit par les anticoagulants est souvent augmenté par les traitements 
anticancéreux. De plus, les patients atteints d'un cancer ne partagent pas tous le même risque 
de développer une thrombose. 
 L’identification de marqueurs biologiques s’avère cruciale pour prédire la survenue de 
thrombose chez les patients atteints d’un cancer et proposer un traitement ciblé et 
personnalisé en fonction du profil de chaque patient. 
 
 Nous détaillons, dans cette partie, les différents aspects qui caractérisent l'association 
entre thrombose et cancer. 
 En premier lieu, nous définissons chacune des deux pathologies et proposons une 
synthèse de leurs données épidémiologiques descriptives respectives. Nous donnons une vue 
d'ensemble sur l'association entre cancer et thrombose et rappelons les facteurs étiologiques 
de cette relation. 
 Ensuite, nous nous intéressons à la biologie de la pathologie cancéreuse, au 
microenvironnement tumoral et aux différents processus impliqués dans le développement de 
la maladie. Puis, nous détaillons les différents axes de la coagulation et ses diverses 
composantes biologiques. 















 Dans la suite, nous expliquons, d'une manière plus profonde, le lien entre cancer et 
hypercoagulabilité. Nous décortiquons les mécanismes impliqués dans cette association et les 
différents facteurs moléculaires concernés. 
 
 Dans ce contexte, nous détaillons, dans un chapitre séparé, le système protéine C et 
son récepteur endothélial, et son rôle dans l'association entre thrombose et cancer, qui est la 
base de ce travail. 
 Enfin, nous examinons les différentes caractéristiques de la thrombopoïétine, un 






































Chapitre 1. Cancer et thrombose 
1. Cancer 
1.1. Définition  
 Le cancer est un terme général utilisé dans le cadre d'une maladie caractérisée par une 
division cellulaire anormale et incontrôlée. Tous les cancers sont liés à l'acquisition d'un 
nombre de changements survenant au niveau de la séquence d'ADN du génome d'une cellule. 
Ces changements génétiques s’accumulent au cours du temps. Les facteurs génétiques 
héréditaires et les agents mutagènes d’origine exogène ou endogène constituent la principale 
cause de la division anarchique de la cellule cancéreuse (Stratton et al, 2009). Les cellules du 
cancer dérivent toutes d'une cellule initiatrice, dite cellule clone, et peuvent former une 
tumeur maligne. Ce processus est appelé cancérogenèse et peut être décrit en trois étapes : 
l’initiation, la promotion et la progression. Lors de l’étape d’initiation, des modifications 
génétiques irréversibles sont à l'origine de la transformation de la cellule initiatrice. Ensuite, 
la cellule initiée se développe d'une manière incontrôlée et prolifère en formant un groupe de 
cellules identiques qui constituent les cellules pré-néoplasiques. Au cours de la progression 
tumorale, le phénotype néoplasique est acquis à travers des mécanismes génétiques et 
épigénétiques (Shacter and Weitzman, 2002). 
 Les foyers pré-cancéreux, démunis en partie de leur caractère différencié et dotés de 
propriétés invasives, se développent localement pour former la tumeur puis se propagent via 
le sang ou la lymphe vers d'autres tissus et organes pour former les métastases (Oliveira et al, 
2007).  En effet, la progression tumorale est caractérisée par une irréversibilité, une instabilité 
génétique et des modifications au niveau des caractéristiques biochimiques, métaboliques et 
morphologiques des cellules (Pitot and Dragan, 1991 ; Klaunig et al, 2000 ; Dixon and 
Kopras, 2004). La tumeur devient indépendante des signaux prolifératifs, insensible aux 
mécanismes de la régulation de la croissance, capable d'esquiver les voies de l'apoptose, de se 
diviser d'une manière infinie et d'induire l’angiogenèse. Toutes ces propriétés acquises 
favorisent l'invasion des cellules tumorales et la formation des métastases (Hanahan and 
Weinberg, 2011).  
1.2. Epidémiologie 
 Le cancer est un problème majeur de santé publique. Cette pathologie est à l’origine 
de 7,6 millions de décès en 2008, soit 13% de la mortalité mondiale. Selon GLOBOCAN 















l'incidence de la pathologie cancéreuse a atteint 14,1 millions de nouveaux cas et à 8,2 
millions de décès, par rapport à 12,7 millions et 7,6 millions en 2008, respectivement. Selon 
les estimations de l’Organisation Mondiale de la Santé, ce chiffre ne cessera de croître pour 
dépasser les 11 millions de décès d’ici 2030. Les taux de mortalité les plus importants, par 
type de cancer, sont retrouvés dans les cancers du poumon, de l’estomac, du foie, du colon et 
du sein (Bray et al, 2013 ; Ferlay et al, 2015). 
2. Thrombose 
2.1. Définition 
 La thrombose est le processus pathologique qui aboutit à formation d'un caillot de 
sang (thrombus) par l'interaction de la paroi vasculaire avec les plaquettes et la fibrine. La 
formation du clou hémostatique a pour conséquence l'entrave de la circulation sanguine dans 
une veine (thrombose veineuse) ou une artère (thrombose artérielle). La thrombose artérielle 
est associée à une rupture d'une monocouche de cellules endothéliales. Cela résulte en 
l'exposition des cellules sub-endothéliales, la sécrétion des facteurs procoagulants, l'activation 
et l'agrégation des plaquettes. Le système vasculaire est à débit rapide et l'accumulation des 
plaquettes et le dépôt de fibrine mènent à la formation d'un thrombus intravasculaire riche en 
plaquettes (Wolberg et al, 2012). La thrombose artérielle peut être à l'origine d'une ischémie. 
Au contraire la thrombose veineuse, est associée à une hypercoagulabilité du plasma et serait 
déclenchée par des facteurs procoagulants exprimés par un tissu intact. Elle est caractérisée 
par un flux sanguin à débit ralenti et la formation d'un thrombus riche en fibrine et en globules 
rouges. Elle se base sur l'activation de la machinerie de la coagulation et peut provoquer une 
stase veineuse et mener à une phlébite. Dans les deux cas, le terme embolie désigne le 
détachement du caillot et sa circulation dans le sang vers d'autres organes. Le caillot peut 
obstruer la circulation au niveau du poumon (embolie pulmonaire), du cerveau (accident 
vasculaire cérébrale) ou conduire à un infarctus du myocarde (Lowe, 2003). 
2.2. Facteurs de risque 
 Au XIXème siècle, Rudolf Virchow était le premier à proposer une triade regroupant 
les facteurs de prédisposition à la formation d'un thrombus (Lip et al, 2000). La triade de 
Virchow est souvent évoquée pour expliquer les mécanismes pathophysiologiques impliqués 
dans l'apparition d'une thrombose. Elle se base sur les perturbations liées au flux sanguin 
(stase veineuse), à la composition du sang (hypercoagulabilité) et à la paroi vasculaire 















veineuse, mais le même schéma a été appliqué dans le cadre d'une thrombose artérielle. 
(Jerjes-Sanchez, 2005).  
 La triade de Virchow révisée fait, aussi, la distinction entre facteurs de risque acquis, 
génétiques, ou mixtes. Une synthèse des facteurs de risque prédisposant à une thrombose est 
représentée dans le tableau suivant : 
Thrombose 
Veineuse Artérielle 
Facteurs génétiques & héréditaires : Facteurs génétiques (Rader, 2015) 
   - Déficience en antithrombine III    - Variations de loci génétiques 
   - Facteur V Leiden        Chromosome 9p21.4 
   - Déficience en Protéine C        Gène CXCL12 
   - Déficience en Protéine S        Gène HDAC9 (Histone désacétylase 9) 
   - Mutation du gène de la prothrombine        Gène LPA (Lipoprotéine A)… 
   - Anomalies de la fibrinolyse Maladies de la paroi artérielle : 
Facteurs acquis    - Athérosclérose, vascularites 
   - Stase due à :    - Diabète sucré, hypertension 
       Immobilisation/alitement prolongés Hyperactivité plaquettaire 
       Etat post-opératoire    - Induction par l’héparine 
       Grossesse et période post-partum    - Thrombopénie/thrombose (TTIH)  
   - Cancer    - Syndromes myéloprolifératifs 
   - Syndrome néphrotique Anticorps antiphospholipides 
   - Syndromes myéloprolifératifs Hyperhomocystéinémie 
   - Anticorps antiphospholipides Tabagisme chronique 
   - Maladie intestinale inflammatoire Contraception orale 
   - Age, obésité… Age, obésité… 
Tableau 1 : Facteurs de risque de la thrombose (Rumbaut and Thiagarajan, 2010). 
 
 La thrombose veineuse et l'athérothrombose ont été généralement considérées comme 
deux processus très distincts – et ce, d'un point de vue mécanistique et clinique. Cela dit, 
plusieurs études épidémiologiques suggèrent l'existence d'une association entre les deux 
pathologies (Andrei and Andercou, 2014). Si différents mécanismes biologiques semblent être 
impliqués dans cette association, des facteurs de risque communs entre les deux types de 
thrombose pourraient, aussi, jouer un rôle majeur dans ce lien (Lowe, 2008).  
2.3.  Epidémiologie 
 Les principales manifestations pathologiques d'une thrombose sont la cardiopathie 















ischémique et la maladie thromboembolique veineuse (MTEV : thrombose veineuse profonde 
(TVP) et embolie pulmonaire (EP)). 
 L'Organisation Mondiale de la santé, dans son rapport d'étude sur la charge de 
morbidité dans le monde en 2010 (The Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors 
Study (GBD 2010)), déclare que la cardiopathie ischémique et l'accident vasculaire cérébral, à 
eux deux, sont à l'origine de près d'un décès sur 4 dans le monde (ISTH Steering Committee 
for World Thrombosis Day, 2014). 
 Malheureusement, les données concernant la thrombose veineuse sont peu disponibles 
et moins claires et tous les rapports publiés constituent la synthèse de travaux de recherche 
effectués sur des populations données et des régions précises du monde (Liao et al, 2014). 
 Une étude, effectuée par Cohen et al (Cohen et al, 2007), donne une estimation sur 
l'incidence de MTVE dans l'union européenne en 2004 (population de 454.4 millions de 
personnes). Les résultats rapportés indiquent que 684 019 cas de TVP et 434 723 cas d’EP 
sont enregistrés au cours de cette année. Le nombre de décès causés par la MVTE, dans cette 































Chapitre 2.  Cancer et thrombose – une association forte 
1. Etat de l'art et épidémiologie  
 L’association entre cancer et thrombose est connue depuis plus d’un siècle et demi. Le 
médecin français Jean-Baptiste Bouillaud fut le premier à présenter un rapport évoquant 
l'hypothèse d'un lien entre le cancer et la thrombose (Bouillard and Bouillaud, 1823). En 
1865, un clinicien français, Armand trousseau, rapporta les premières observations mettant en 
évidence l'association entre cancer gastrique et thrombose veineuse (Trousseau, 1865). 
L'ironie du sort a fait que Trousseau se fut auto-diagnostiqué cette association et  y succomba 
quelques mois après, en 1867. L'association entre cancer et thrombose a été appelée, par la 
suite, syndrome de Trousseau.  
 Les observations de Trousseau en 1865, décrivant le lien étroit entre pathologie 
néoplasique et thrombose veineuse, ont été validées ultérieurement par des études cliniques 
prospectives (Zwicker et al, 2007 ; Timp et al, 2013). Ces études ont fait de la pathologie 
cancéreuse un modèle d’hypercoagulabilité acquise. En effet, il s'agit d'une relation bilatérale 
puisque le cancer prédispose à la survenue d’une thrombose et la thrombose peut révéler un 
cancer. Le risque de MTEV est important chez le patient atteint d'un cancer. Il est multiplié 
par un facteur de risque relatif variant de 4 à 7 par rapport à la population générale (Timp et 
al, 2013) et doublé en cas de chimiothérapie associée (Chew et al, 2006). Le diagnostic d'un 
cancer est associé à la survenue inopinée d'une MVTE dans 20 à 30% des cas d'un premier 
épisode thrombotique (Timp et al, 2013). Aujourd’hui, la thrombose constitue la deuxième 
cause de décès chez les patients atteints d’un cancer (après la pathologie cancéreuse elle-
même). De plus, la survenue de thrombose, dans un contexte néoplasique, affecte 
significativement la qualité de vie des patients. En effet, la MVTE nécessite un traitement 
d’anticoagulants à long terme. En outre, les patients atteints d'un cancer et d'une MTEV 
présentent un risque accru de récidive de MTEV – qui peut atteindre les 21% même en cas de 
traitement anticoagulant – et aussi de complications hémorragiques  majeures (environ 12% 
des cas) (Khorana, 2012). 
 Le cancer peut prédisposer à une thrombose inopinée, mais aussi la survenue de 
thrombose peut révéler un cancer occulte dans 10 à 25 % des cas. Le risque de découverte 
d’un cancer est multiplié par un facteur de 2 à 3 fois au cours de la première année d'une 















néoplasie est multiplié par 10 en cas de récidive de MVTE (Prandoni et al, 1992 ; Lee and 
Levine, 2003). 
 En ce qui concerne l'incidence de thrombose artérielle dans le cancer, et contrairement 
à la thrombose veineuse, il existe très peu de données épidémiologiques. En plus, les études 
réalisées sont souvent à l'origine de résultats conflictuels (Blann and Dunmore, 2011). Mettre 
en évidence une telle association est difficile, d'autant plus que les mécanismes 
d'hypercoagulabilité paranéoplasiques sont très complexes, caractérisés par une importante 
variabilité interindividuelle et non complètement élucidés (Schwarzbach et al, 2012). 
2. Traitements anticoagulants dans un contexte tumoral 
 L'utilisation prolongée des héparines de bas poids moléculaire (HBPM) est considérée 
comme étant le traitement curatif de référence chez les patients atteints d'un cancer. L'Agence 
française de sécurité sanitaire des produits de santé – appelée maintenant Agence nationale de 
sécurité du médicament – souligne dans un rapport publié en 2009 l'efficacité des HBPM dans 
la prévention de la récidive de la MVTE chez les patients cancéreux; et ce, sans majoration du 
risque hémorragique. Cette efficacité est multipliée d'un facteur de deux dans le cas d'un 
traitement par les HBPM par rapport aux anti-vitamines K (AVK). Malheureusement, les 
recommandations internationales quant à l'utilisation des HBPM ne sont respectées que dans 
50% des cas, pour diverses raisons incluant le mode d'administration de l'anticoagulant 
(injection sous-cutanée pour les HBPM et voie orale pour les AVK), le coût ou encore 
l'habitude de prescrire les AVK dans la pratique médicale (Mahé et Chidiac, 2014). Pourtant, 
les AVK sont connus pour leur efficacité thérapeutique limitée, leurs possibles interactions 
alimentaires et médicamenteuses, outre la nécessité d'assurer un contrôle régulier des effets du 
traitement et d'ajuster sa dose.  
 Au cours des dernières années, une nouvelle génération d'anticoagulants actifs par voie 
orale a émergé. Il existe deux types de nouveaux anticoagulants actifs par voie orale (NACO): 
les inhibiteurs spécifiques du facteur Xa (rivaroxaban, edoxaban et apixaban) et les 
inhibiteurs de la thrombine (dabigatran). Il était attendu que les NACO améliorent le 
traitement antithrombotique, notamment chez les patients atteints d'un cancer. Mais leurs 
interactions pharmacologiques avec les médicaments anti-tumoraux rendent leur utilisation 
compromettante et remettent en question leur efficacité et la sécurité de leur administration 
(Gerotziafas et al, 2014). Toutefois, il semble indispensable de réaliser des études 















pour une meilleure évaluation de l'efficacité et la sécurité de ces traitements (Franchini et al, 
2015). 
 
3. Facteurs de risque de thrombose chez les patients atteints d'un cancer 
 Le risque de thrombose n'est pas le même chez tous les patients atteints d'un cancer. Il 
existe des facteurs de risque habituels de la thrombose comme l'âge, l'obésité, l'hospitalisation 
et l'immobilité prolongée, la chirurgie. La deuxième série de facteurs est spécifique aux 
patients cancéreux comme le type du cancer et son stade, la chimiothérapie et la thérapie 
hormonal. Dans la partie qui suit, nous détaillons certains de ces facteurs. 
3.1. Localisation  
 Plusieurs études montrent qu'il existe un lien entre la thrombose et le cancer en 
fonction de l'organe atteint (Tableau 2). Cela dit, les résultats varient en fonction de l'étude 
(Figure1), probablement à cause de la non-standardisation des méthodologies utilisées. Et 
même si certains cancers semblent être fortement associés à la survenue de thrombose, il est à 
noter que finalement, les tumeurs les plus associées restent celles qui sont les plus fréquentes 
dans la population étudiée. 
 
 
Figure 1 : Taux de thrombose veineuse (par 1000 patients-années) par type de cancer (Horsted 
et al, 2012 ; Walker et al, 2013 ; Cronin-Fenton et al, 2010) contre la mortalité relative pour 
















Cancer  N 
TVP à 1 an  
Incidence cumulée 
(%) 
TVP à 1 an  
Tous stades/100 
patients-années (%) 
TVP à 1 an  
Avec métastases/100 
patients-années (%) 
Pancréas  6524 5,3 14 28,3 
Gliome  3775 6,9 11,1 6,1 
LAM  2292 3,7 7,4 7,4 
Estomac  5766 4,5 7,4 16,7 
Oesophage  2491 3,6 5,8 10,4 
Rein  4891 3,5 4,3 12,1 
Poumon  44 497 2,4 4,3 7,4 
Ovaire  5707 3,3 4,2 5,5 
Foie  2312 1,7 4,1 7,2 
Lymphome  9003 2,8 3,7 3,9 
LLC  2023 2,7 3,1 2,8 
LAL  1058 2,6 3,1 3,3 
Colôn  32 611 2,3 2,7 5,7 
LMC  951 1,5 1,8 1,6 
Vessie  7138 1,5 1,7 1,6 
Utérus  8721 1,6 1,7 9,3 
Prostate  51 362 0,9 1 1,3 
Sein  44 707 0,9 0,9 3,8 
Mélanome  9497 0,5 0,5 5,3 
Tableau 2 : Association entre thrombose veineuse et cancer un an après le diagnostic en 
fonction de l’organe atteint (White et al, 2007). 
3.2. Stade du cancer  
 Le risque de survenue de thrombose est d’autant plus important, quand le stade de la 
pathologie cancéreuse est avancé. Quel que soit le type du cancer, le risque est multiplié d'un 
facteur de 1,4 à 21,5 dans les cancers métastatiques par rapport au stade localisé (Figure 2) 
(Chew et al, 2006). 
3.3. Histologie  
 Selon une étude autopsique, les patients atteints d'un adénocarcinome sont les plus 
touchés par le risque thrombotique. En effet, parmi 147 patients suivis, 23% des patients 
atteints d'un adénocarcinome ont développé au moins un épisode d'embolie pulmonaire, 
















Figure 2 : Incidence cumulée (%) de thrombose veineuse à deux ans par type et stade du 
cancer (Timp et al, 2013 ; Chew et al, 2006) 
3.4.  Délai de concomitance des deux pathologies  
 L'association entre thrombose et cancer dépend également de l'intervalle de temps 
entre la découverte du cancer et la survenue de thrombose. Cette association est plus forte 
lorsque la thrombose survient trois mois avant que le cancer soit diagnostiqué. En revanche, le 
risque de découverte d'un cancer diminue après le sixième mois de l'apparition d'un épisode 
thrombotique chez le patient. En effet, après un délai de six mois, le risque d'apparition d'un 
cancer est le même que chez des patient n'ayant pas développé de thrombose. Aussi, le risque 
de survenue de thrombose est plus élevé au début de la pathologie cancéreuse (Blom et al, 
2005). 
3.5.  Hospitalisation  
 L'hospitalisation augmente le risque de thrombose chez les patients atteints d'un 
cancer, particulièrement dans le cas de chimiothérapie associée ; et cela, par rapport à des 
patients hospitalisés sans cancer. La mortalité au sein des patients cancéreux hospitalisés est 
également augmentée (Khorana et al, 2006). 
3.6.  Chirurgie et traitements 
 Le risque de développer une MTEV post-opératoire est multiplié par deux par rapport 
aux patients sans cancer. Également, une embolie pulmonaire post-opératoire peut être quatre 















cancéreux. L'âge avancé du patient, la complexité et la durée de la procédure chirurgicale, 
ainsi que l'immobilisation post-opératoire prolongée peuvent, aussi, majorer le risque de 
thrombose dans un contexte néoplasique (Haddad and Greeno, 2006).   
 La pose d'un cathéter veineux central (CVC) peut favoriser la survenue de thrombose. 
Trente à 60% de poses de cathéter sont suivis par la formation d'un thrombus. Seulement, 5% 
de ces thromboses sont symptomatiques (Debourdeau et al, 2008).   
 Le risque de thrombose est, également, augmenté en cas de thérapie antinéoplasique 
(thérapie hormonale, chimiothérapie, radiothérapie). Plusieurs études cliniques mettent en 
évidence la relation causale entre les thérapeutiques antinéoplasiques et la thrombose chez les 
femmes atteintes du cancer du sein. Au premier stade, moins de 1% de ces patientes 
développent une thrombose. Ce taux augmente jusqu'à 2-10% en cas de chimiothérapie 
associée. Une étude prospective révèle que les femmes, atteintes du cancer du sein au 
deuxième stade et traitées par chimiothérapie, présentent un risque de thrombose allant 
jusqu'à 17% (Haddad and Greeno, 2006).       
 Aussi, la variabilité du risque de thrombose en fonction du type de la molécule 
constitue une évidence, même si les mécanismes sont mal connus pour certains traitements. 
Toujours chez les femmes atteintes du cancer du sein, l'incidence de thrombose dans le cadre 
d'un traitement par le Cyclophosphamide, le Methotrexate et le Fluorouracile associés au 
Tamoxifène est de 13,6% contre 2,6% dans le cas d'un traitement par le Tamoxifène seul 
(Cuzick et al, 2003). Chez les patients atteints de myélome, la combinaison entre Thalidomide 
et Dexaméthasone améliore la réponse thérapeutique (50% versus 30% si le traitement se base 
sur le Thalidomide seul). Cela dit, cette association peut être à l'origine d'une 
hypercoagulabilité de l'ordre de 10 à 20% contre 3%, si le Thalidomide est utilisé seul. Plus 
flagrant, l'incidence de thrombose passe à 20-40% en cas d'association entre le Thalidomide et 
le Doxorubicine (Accaoui et al, 2007).      
 Enfin, les facteurs de croissance, comme l'érythropoïétine recombinante, le 
granulocyte-macrophage colonystimulating factor et le granulocyte colonystimulating factor, 
peuvent aussi majorer le risque de thrombose chez les patients atteints d'un cancer 
(Bokemeyer et al, 2004).  
3.7. Récidive 
 Dans un contexte néoplasique, le risque de récidive de MTVE, considéré comme un 
échec de traitement, est augmenté d'environ 3 fois par rapport à des patients sans cancer. Ce 















(Schulman et al, 2015).  La récidive de la MTVE, chez des patients ayant un cancer évolutif, 
dépend, également, du type du cancer et de son stade puisqu'elle est nettement plus importante 
au cours de la dissémination métastatique (Prandoni et al, 2002). Pour résumer, la récidive de 
MTVE demeure un problème majeur chez les patients atteints d'un cancer; et cela, même au 
cours du traitement anticoagulant. 
 Inversement, et comme il s'agit d'une relation bilatérale, il est intéressant de noter que 
le risque relatif de diagnostic de cancer est multiplié par 2,6 pour les patients avec récidive de 
MTVE par rapport aux patients sans récidive (Prandoni et al, 2002). 
4. Biomarqueurs et facteurs génétiques 
 Outre les facteurs de risque épidémiologiques et les traitements, certains facteurs 
biologiques   biomarqueurs    peuvent être associés à un risque élevé de thrombose chez les 
patients atteints d'un cancer et permettent d'identifier les patients à haut risque. 
 La prédisposition génétique à la thrombose est relativement prédominante dans la 
population générale. L'interaction des gènes de thrombophilie hérités avec le cancer 
constitue donc un fait possible et un facteur pertinent dans la majoration du risque 
thrombotique (Wun and White, 2009). Une étude sur une population néerlandaise, sous 
traitement anticoagulant, montre que le risque de thrombose est plus élevé chez les patients 
porteurs de mutations génétiques du facteur V de Leiden (traduite par la résistance à la 
protéine C activée, un anticoagulant naturel) et de la prothrombine par rapport à des patients 
non porteurs de ces mutations (Blom et al, 2005).  
 Kohrana et son équipe, dans une étude clinique (Khorana et al, 2008a), montrent que 
le comptage plaquettaire ou leucocytaire peut constituer un facteur prédictif de thrombose 
chez les patients atteints d'un cancer. En effet, si le dosage des plaquettes excède une valeur 
de 350 × 10
9
 plaquettes/litre ou une valeur de 11× 10
9
 leucocytes/litre, le risque de thrombose 
chez les patients atteints d'un cancer est augmenté. 
 Également, un taux élevé des D-dimères (produits de dégradation de la fibrine) peut 
être associé à un risque élevé de cancer chez les patients ayant développé une MVTE (Wun 
and White, 2009). En effet, les D-dimères sont le produit de dégradation extravasculaire de la 
fibrine et sont capables de diffuser facilement dans la circulation sanguine, en raison de leur 
faible poids moléculaire. Cela explique, le taux élevé des D-dimères chez les patients atteints 
de pathologie cancéreuse ou de maladie inflammatoire aiguë (Mirshahi et al, 1992 ; Dirix et 















biomarqueur d'exclusion de la MVTE – grâce à sa valeur prédictive négative élevée (Wells et 
al, 2001). Il est, toutefois, intéressant de noter qu'un dosage combiné des D-dimères et de la 
fibrine soluble (biomarqueur de l’activation de la coagulation intravasculaire) peut constituer 
un outil performant et spécifique pour un diagnostic rapide de la MVTE et un suivi des effets 
d'une thérapie anticoagulante, notamment chez les patients atteints d'un cancer (Mirshahi et al, 
2014).  
 La Sélectine P, une importante molécule d'adhésion des plaquettes fortement 
impliquée dans les interactions cellule-cellule, joue aussi un rôle dans la survenue de 
thrombose chez les patients cancéreux.    
 Les microparticules (MPs), également, constituent un facteur pronostique dans 
l'association thrombose et cancer. Dans un contexte tumoral, un taux élevé de MPs est associé 
à un risque accru de thrombose chez les patients atteints d'un cancer (Wun and White, 2009). 
 Enfin, plusieurs études montrent que les tumeurs sont impliquées dans l'activation de 
la coagulation en exprimant un taux élevé de facteur tissulaire (FT). Dans un contexte non 
tumoral, le FT n'est exprimé que suite à une induction par les cytokines inflammatoires ou par 
les lipopolysaccharides bactériens. Cependant, dans les tumeurs, le FT est exprimé d'une 
manière constitutive (Elyamany et al, 2014). Kakkar et al montrent, dans une étude clinique 
(Kakkar et al, 1995), que le taux de certains facteurs procoagulants est élevé – tout 
particulièrement celui du FT et du facteur VII activé – chez les patients atteints d'un cancer par 
rapport à ceux sans pathologie tumorale.  
 Les mécanismes par lesquels agissent ces biomarqueurs seront détaillés dans une 
section ultérieure. 
5. Synthèse et triade de Virchow appliquée au cancer 
 Une vue d'ensemble des différents facteurs de risque impliqués dans l'association entre 
cancer et thrombose est présentée dans le Tableau 3. 
 Ainsi, les mêmes composantes de la triade de Virchow, définie en 1863, sont 



















Facteurs associés à la 
tumeur 




Sexe féminin Site  de la tumeur Chirurgie majeure 
Expression élevée 
du FT par cellules 
tumorales 
Age avancé 







Race (ethnie noire) Stage de cancer avancé 







communes : Diabète 
sucré, obésité, 
antécédents de TVE, 
athérosclérose, 
inflammation, autres 
Période initiale après 
diagnostic du cancer 
Agents de stimulation 
de l'érythropoïèse  










de: FT, sélectine P,... 
Tableau 3 : Résumé des facteurs de risque impliqués dans l'association entre cancer et 



















 * La stase veineuse : elle peut être liée à une obstruction veineuse par compression 
vasculaire extrinsèque provoquée par la tumeur elle-même ou encore à une adénopathie 
satellite (De Cicco, 2004). Elle peut être, également, induite par d’autres phénomènes comme 
l’hyperviscosité due au syndrome inflammatoire, la dysprotéinémie, la leucémie aigüe ou le 
syndrome myéloprolifératif. D’autres facteurs peuvent, également, être à l’origine de la stase 
veineuse comme l’immobilisation et l’alitement des patients à cause d’une asthénie profonde.  
  * L’altération endothéliale : l’endothélium vasculaire peut être endommagé par la 
chimiothérapie ou par des interventions chirurgicales, ou encore par la pose de cathéters 
veineux. A l'échelle microscopique, les lésions endothéliales peuvent être provoquées par la 
libération de cytokines et de molécules d'adhésion par les cellules tumorales, favorisant ainsi 
un état prothrombotique.  
 * L’hypercoagulabilité induite par le cancer : elle est orchestrée par des interactions 
nombreuses et complexes à la fois. Elle est d'origine plurifactorielle. Certains facteurs sont 
liés à la tumeur ; d'autres sont plutôt associés à l'hémostase (Pavic et al, 2006).  
  
 La survenue d’une thrombose dans un contexte néoplasique peut être, ainsi, expliquée 
par l’accumulation de plusieurs particularités biologiques qui concernent essentiellement 
(Elalamy et al, 2008) :   
*  le déséquilibre de la balance homéostatique de la coagulation ; 
*  la libération de facteurs procoagulants ; 
*  le déséquilibre de la fibrinolyse ; 
*  la libération importante de cytokines pro-inflammatoires ; 
* les interactions intercellulaires intenses (cellules tumorales, endothéliales, plaquettes, 
monocytes. .) ; 
*  la progression tumorale via l’angiogenèse et la dissémination métastatique ; 























Chapitre 3. Biologie du cancer - le microenvironnement tumoral 
1. Généralités 
 Le microenvironnement tumoral est un terme utilisé pour désigner les éléments de la 
tumeur à l’exclusion des cellules tumorales elles-mêmes. En effet, la croissance de la tumeur 
dépend de cette structure complexe dite aussi stroma tumoral. Le microenvironnement 
tumoral comprend donc une composante cellulaire non-cancéreuse de la tumeur (cellules 
endothéliales, fibroblastes et cellules inflammatoires), et la matrice extracellulaire (MEC) 
composée essentiellement de médiateurs solubles de cet environnement (cytokines et facteurs 
de croissance) et d’autres éléments acellulaires (carbohydrates et protéoglycanes) (Noël and 
Foidart, 1998).  
 Le microenvironnement « normal » a un rôle suppresseur de tumeur, à l'inverse du 
stroma tumoral qui est caractérisé par des propriétés pro-oncogéniques responsables de la 
transformation des cellules non tumorales en cellules cancéreuses. Réciproquement, la 
transformation cellulaire enclenche des modifications du microenvironnement.  
 Dans une tumeur, les interactions entre les différents composants du 
microenvironnement peuvent être à l’origine, à la fois, de signaux biochimiques et de 
contraintes structurelles pilotés par des facteurs de croissance, des cytokines et des molécules 
d’adhésion. La progression tumorale est, par conséquent, basée sur des interactions 
dynamiques entre cellules cancéreuses et cellules stromales (Mueller and Fusenig, 2004). 
2. Composition du microenvironnement tumoral 
 Le microenvironnement est une structure complexe. Cette complexité concerne à la 
fois sa composition et ses fonctions. La composante cellulaire du microenvironnement 
comprend des cellules non inflammatoires (fibroblastes) et inflammatoires (Figure 4). 
 Le microenvironnement tumoral est, aussi, caractérisé par une MEC dont la 
composition biochimique est différente d'une MEC « normale », et par une composante 
cellulaire, qui bien que non transformée, est contrôlée par les cellules tumorales. 
2.1. La composante non inflammatoire 
 Les fibroblastes représentent la plus importante composante cellulaire du stroma. Ils 
jouent un rôle très important dans la synthèse de la MEC. Ils sont responsables de la sécrétion 















al, 2002). Ils sont également impliqués dans la synthèse des membranes basales en secrétant 
la laminine et le collagène IV (Chang et al, 2002).  
 Dans un contexte physiologique, le stroma est caractérisé, généralement, pas un 
nombre réduit de fibroblastes. Dans un contexte tumoral, le stroma comprend un nombre plus 
important de fibroblastes dotés d’un taux de prolifération élevé et d’une capacité d’invasion 
anormale. En effet, les fibroblastes tumoraux ont un phénotype différent puisqu’ils secrètent 
l'alpha actine des muscles lisses (α-smooth muscle actin : α-SMA), de la vimentine, de la 
desmine et de la FAP (fibroblast activated protein) (Garin-Chesa et al, 1990). Ils portent le 
nom de myofibroblastes et leur origine n’est pas encore claire. Certaines études suggèrent que 
les fibroblastes tumoraux dérivent des fibroblastes normaux, sous l’action des facteurs libérés 
par les cellules tumorales. D’autres études supposent que les myofibroblastes proviennent des 
cellules musculaires lisses, ou des péricytes ou encore des cellules tumorales impliquées dans 
leur transition épithélio-mésenchymateuse (Rønnov-Jessen et al, 1995). 
  
 
Figure 4 : Composante cellulaire du microenvironnement tumoral (adaptée de (Hanahan and 
Weinberg, 2011)). 
A. Une tumeur solide est constituée d’un assemblage de types cellulaires distincts. Le parenchyme et le stroma 
tumoraux comportent différents types et sous-types cellulaires différents impliqués dans la croissance et la 
progression tumorale. B. Les différents microenvironnements tumoraux caractérisant le stade de la pathologie 
cancéreuse. L’abondance, l’organisation histologique, les caractéristiques phénotypiques des cellules stromales 
et les propriétés de la matrice extracellulaire (fond hachuré), évoluent pendant la progression tumorale 















 Ces fibroblastes tumoraux sont impliqués dans les processus d'invasion et de la 
métastase. Ils jouent un rôle clé dans la progression tumorale. Les facteurs pro-migratoires, 
comme la tenascine C, sont fortement exprimés par les myofibroblastes. Ces fibroblastes 
tumoraux secrètent également du VEGF (vascular endothelial growth factor), et sont par 
conséquent, impliqués dans l'angiogenèse et le recrutement des cellules endothéliales (Kalluri 
and Zeisberg, 2006). D’autre part, les protéases – jouant un rôle crucial dans le remaniement 
de la matrice extracellulaire – peuvent être sécrétées par les fibroblastes tumoraux (Simian et 
al, 2001). 
2.2.  La composante inflammatoire  
 Une des caractéristiques les plus communes et persistantes du microenvironnement 
tumoral est l’inflammation. Le lien entre cancer et inflammation a été décrit au milieu du dix-
neuvième siècle (Balkwill and Mantovani, 2012). En 1863, Rudolph Virchow était le premier 
à étudier cette association. Il détecta la présence de leucocytes dans des tissus néoplasiques et 
suggéra l'initiation éventuelle du cancer dans les sites d'inflammation chronique. 
 Depuis les observations de Virchow, un grand nombre d'études épidémiologiques a 
mis en évidence la capacité de l'inflammation et de l'infection à prédisposer à un changement 
carcinogénique. Plusieurs études suggèrent qu'environ 25% des cancers sont associés à une 
inflammation chronique. L'inflammation chronique, à elle seule, peut être à l'origine d'une 
oncogenèse. Cependant, il est plus fréquent que l'infection survienne en premier et déclenche 
le processus d'inflammation (Morrison, 2012). 
 Les sages disent que " la majorité des choses dans la vie sont une arme à double 
tranchant". Elles nous sont bénéfiques à une certaine dose ou sous une certaine condition, et 
deviennent nuisibles à une autre dose ou condition.  
 Dans un contexte physiologique, l'inflammation constitue une réponse normale et 
rapide à un dommage causé à l'organisme. Cette réponse peut être, simplement, pyrogène 
comme la fièvre. Elle est de courte durée et aboutit à des conséquences thérapeutiques. 
Cependant, quand l'inflammation devient chronique ou dure longtemps, elle peut provoquer 
un état pathologique. L'inflammation, peut donc constituer un important facteur de risque 
dans l'apparition de la pathologie cancéreuse (Figure 5). L'inflammation chronique est 
associée aux différentes étapes de la tumorigenèse, incluant la transformation cellulaire, la 
promotion, la survie, la prolifération, l'invasion, l'angiogenèse et la métastase (Aggarwal et al, 















cellulaire devient hautement réactif et instable ; Cela est dû aux effets combinés de diverses 
espèces réactives d'oxygène et de nitrogène, des cytokines, des chémokines, des eicosanoïdes, 
des aldéhydes réactifs et des facteurs de croissance exprimés à un taux élevé. Le résultat de la 
coopération de tous ces éléments est l'élimination du pathogène et la réparation du dommage. 
Tout dysfonctionnement ou échec dans le contrôle de la réponse immune peut être à l'origine 
d'une inflammation chronique et la génération d'un microenvironnement favorable à 
l'initiation et la progression tumorales. De plus, les composants du microenvironnement au 
cours d'une réponse inflammatoire peuvent constituer des facteurs de risque d'instabilité 
génétique et de mutations (Morrison, 2012). 
 Ainsi, l'inflammation constitue un facteur de risque de la maladie cancéreuse. 
Toutefois, le cancer peut, également, faire appel aux systèmes immunitaires et inflammatoires 
pour assurer sa croissance et sa dissémination. Quelle que soit son origine, la tumeur et son 
microenvironnement orchestrent plusieurs mécanismes et voies susceptibles de réguler et de 
coordonner la réponse immunitaire/inflammatoire. 
 
Figure 5 : Différentes facettes de l'inflammation et son rôle dans la tumorigenèse (Aggarwal 















 En effet, le microenvironnement tumoral renferme, à la fois, des composants de 
l'immunité, dont le rôle est de contrecarrer le processus tumoral et des cellules 
immunosuppressives dont la fonction est de favoriser la croissance tumorale. Une réponse 
immunitaire anti-tumorale efficace repose sur les lymphocytes (Th1, Tc1), les macrophages 
de type 1, les cellules NK ou autres cellules. Mais le microenvironnement tumoral peut faire 
face à une réponse immunitaire efficace à travers différents mécanismes illustrés dans la 
Figure 6 : 
 
Figure 6 : Mise en place d'un microenvironnement suppresseur (figure et légende d’après 
Desbois et al, 2015). 
Le microenvironnement favorise l'échappement tumoral à travers la régulation de l'angiogenèse, la mise en place 
de zones hypoxiques, la sécrétion de facteurs solubles et le recrutement de cellules immunosuppressives. Les 
réponses des effecteurs de l'immunité présents au site tumoral sont supprimées, notamment l'activation et la 
prolifération des lymphocytes B et T, la cytotoxicité des cellules NK, la présentation antigénique des cellules 
dendritiques ou encore la polarisation M1 des macrophages. TAMs : macrophages associés aux tumeurs ; CAFs : 
fibroblastes associés au cancer ; MMPs : metallo-protéases de la matrice ; Ag : antigène ; MDSC : cellule 



















2.3.  La matrice extracellulaire  
 La MEC a été longtemps considérée comme une structure inerte composée de bio-
macromolécules. Mais la MEC est loin d’être une simple structure de soutien. En effet, elle 
joue un rôle actif dans la modulation du comportement des cellules en activant des cascades 
de signalisation ou en régulant les interactions et l'accès entre ses composants (Lanigan et al, 
2007). A travers des mécanismes indirects et directs, la MEC régule le comportement 
cellulaire et est indispensable pour la majorité des processus du développement  
 La MEC est composée de plusieurs éléments biochimiques caractérisés par leur 
aptitude d'interagir entre eux, incluant des protéines, des glycoprotéines, des protéoglycanes et 
des polysaccharides avec des propriétés physiques et chimiques différentes  (Tableau 4) 
(Frantz et al, 2010). 
 
Composant Rôle 
Collagène Support structural / membrane basale 
Elastine Elasticicté, plasticité 
Fibronectine Migration, lien entre intégrines et collagène 
Laminine Résistance 
Protéoglycane Hydratation tissulaire, rétention des facteurs de croissance 
Acide hyaluronique Rétention hydrique, gel de remplissage de la matrice 
Fibrine Interaction matrice-cellule 
Fibuline Organisation supramoléculaire, migration 
Tableau 4 : Principaux composants de la matrice extracellulaire et leurs fonctions (Frantz et 
al, 2010). 
 
 La matrice extracellulaire est une structure dynamique qui est en équilibre permanent 
entre la synthèse de ses composants et leur dégradation par des enzymes spécialisées. La perte 
de cet équilibre homéostatique entraîne des aberrations au niveau de ses fonctions et conduit à 
des pathologies, comme le cancer. Par exemple, les différents stades du remodelage des fibres 
de collagène (TACS : Tumor-associated collagen signature) de la MEC corrèlent avec la 
progression tumorale et la dissémination métastatique (Figure 7). Dans un tissu normal et 
quiescent, une isotropie et une allure en "boucles" des fibres de collagènes sont observées 
(TACS-1). A un stade de prédisposition au cancer, les fibres sont lissées et arrangées 
parallèlement autour de la tumeur (TACS-2), caractérisant un tissu pré-invasif. Enfin, à un 
stade TACS-3, l'épaississement, le lissage des fibres et l'alignement perpendiculaire par 















mêmes phénomènes ont été observés dans le cas d'une MEC dérivant des fibroblastes 
tumoraux (Malik et al, 2015). 
 Le microenvironnement tumoral est, également, caractérisé par une forte activité 
protéolytique. Cette activité est assurée majoritairement par les métalloprotéases (Matrix 
metalloproteinases : MMPs) (Wilson et al, 1999). 
 
Figure 7 : Remodelage des fibres de collagène de la MEC au cours de la tumorigenèse (Malik 
et al, 2015). 
A. Diagrammes schématiques. B. Micrographes (Microscopie à balayage laser multi photonique) sur un modèle 
de souris atteintes du cancer du sein. C. Images confocales, obtenues in vitro, de la MEC issue des fibroblastes 
dans un cancer épidermoïde murin. 
2.4.  Les Métalloprotéases et leur rôle dans le processus tumoral  
 Les MMPs sont des enzymes dont l’activité requière un ion métallique, généralement 
un atome de zinc. Elles doivent leur implication dans le processus tumoral à leur capacité de 
dégrader et remodeler la MEC et la membrane basale. Les MMPs sont secrétées, à une forte 
concentration au niveau de la zone invasive de la tumeur, par les cellules inflammatoires 
périphériques à la tumeur, les fibroblastes et les cellules tumorales. 
 Les MMPs participent à toutes les phases du processus tumoral.  En outre, les MMPs 















tumorale. On parle d’une dualité qui penche vers une activité plutôt qu’une autre en fonction 
du substrat clivé et de la cascade de réactions activées (López-Otín and Matrisian, 2007 ; 
Folgueras et al, 2004). 
 Cette dualité dans les fonctions des MMPs concerne le développement et la survie des 
cellules cancéreuses, l’angiogenèse tumorale, la régulation de l’invasion cellulaire et la 
réponse immunitaire au sein de la tumeur (Figure 8). 
 
Figure 8 : Fonctions des MMPs dans la progression tumorale (Egeblad and Werb, 2002). 
Les métalloprotéinases possèdent, à la fois, des fonctions pro-tumorales et anti-tumorales. Ces effets opposés 
sont, parfois, le résultat d’une cascade initiée par le clivage du même substrat.  
 
 * MMPs et développement tumoral : 
Les MMPs peuvent favoriser la croissance des cellules tumorales par le clivage des 
précurseurs de facteurs de croissance de la MEC comme l’insuline-growth-factor-binding 
protein (IGR-BP) et libérer l’IGF, ou le Transformin-growth factor-α (TGF-α). Les MMPs 
sont, aussi, capables de promouvoir indirectement la croissance des cellules tumorales, en 















L’activité des MMPs peut avoir un effet négatif sur la croissance cellulaire tumorale, en 
libérant le TGF-β (transforming-growth factor) de son complexe latent, induisant, par 
conséquent, l’apoptose.  
 * MMPs et survie des cellules tumorales : 
Les MMPs régulent positivement la survie des cellules cancéreuses en libérant l’IGF ou en 
dégradant le ligand FASL, une cytokine impliquée dans la mort cellulaire. 
A l’opposé de cette fonction, les MMPs participent à l’activation de l’apoptose – 
probablement en modifiant la composition de la MEC et en régulant indirectement les voies 
de signalisation des intégrines.   
 * MMPs et angiogenèse tumorale : 
Les MMPs jouent un rôle dans la régulation positive de l’angiogenèse en augmentant la 
biodisponibilité des facteurs de croissance proangiogéniques comme le vascular endothelial 
growth factor (VEGF), fibroblast growth factor-2 (FGF-2) et el TGF-β. Ces facteurs 
stimulent la prolifération et la migration des cellules endothéliales. L’invasion des cellules 
endothéliales est, également, améliorée par le clivage des composants structurels de la MEC 
comme le collagène de Type I (Col-I), IV (Col-IV) et la fibrine. Le Col-IV favorise 
l’angiogenèse en fixant l’intégrine αvβ3. En ce qui concerne leur action angiostatique, les 
MMPs sont capables de cliver le plasminogéne et le Col-XVIII, ce qui résulte en la génération 
de facteurs anti-angiogéniques comme l’endostatine et de l’angiostatine, ou encore la 
tumstatine, un fragment du Col-V. Aussi, l’hydrolyse de certains récepteurs comme 
l’urokinase plasminogen activator receptor (uPAR), un facteur indispensable à l’invasion 
cellulaire, peut avoir une conséquence angiostatique. 
 * MMPs et invasion cellulaire : 
Les MMPs régulent l’invasion cellulaire en dégradant les composants structurels de la MEC, 
tout particulièrement, la lamine-5 (Lam-5), ou en clivant certaines molécules d’adhésion 
comme le CD44 ou la E-cadhérine (E-Cad).  
 * MMPs et différentiation des cellules tumorales : 
L’epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) est la transformation des cellules cancéreuses 
en des cellules mésenchymateuses ; ces dernières étant caractérisées par un phénotype 
tumoral plus agressif. Les MMPs jouent un rôle dans cette transition par le clivage des 
















 * MMPs et réponse immunitaire : 
Les MMPs peuvent aussi aider les cellules cancéreuses à contrecarrer une réponse 
immunitaire. En effet, les MMPs, via le clivage du récepteur α de l’interleukine-2 (IL-2Rα), 
ou la libération du TGF-β, inhibent la prolifération des lymphocytes T ou bloquent leur 
fonction immunitaire contre les cellules cancéreuses. Les NK peuvent aussi être influencées 
par l’action des MMPs. Ces cellules tueuses peuvent être recrutées par des inhibiteurs de 
protéases à sérine, les α1-proteinase inhibitor (α1-PI). Sous l’action des MMPs, ces 
inhibiteurs sont clivés, ce qui diminue considérablement la sensibilité des cellules cancéreuses 
aux cellules NK. Enfin, de nombreuses chémokines (CC et CXC) peuvent être hydrolysées 
par les MMPs. Cela limite le recrutement des leucocytes par ces facteurs (Egeblad and Werb, 
2002). 
 Ainsi, les MMPs constituent un élément clé des processus pro- et anti-tumoraux. Cette 
dualité fonctionnelle est à l’origine des échecs cliniques des traitements anti-tumoraux par des 
inhibiteurs synthétiques des MMPs. 
2.5.  Angiogenèse tumorale 
 L’angiogenèse est le processus qui permet le développement de nouveaux vaisseaux 
sanguins à partir de vaisseaux préexistants (Risau and Flamme, 1995). Elle est essentielle à la 
réparation ou à la prolifération tissulaire. 
 Dans un contexte physiologique, l'angiogenèse constitue un processus ponctuel et 
localisé qui repose sur l'action régulée de plusieurs acteurs cellulaires et moléculaires : la 
régulation de l'angiogenèse se base sur une balance équilibrée entre les facteurs pro- et anti-
angiogéniques, modulant ainsi la prolifération et la migration des cellules endothéliales et le 
remodelage de la MEC. 
 Dans un contexte tumoral, les mécanismes de l'angiogenèse sont détournés pour 
assurer une vascularisation efficace de la tumeur afin d'entretenir la croissance tumorale. En 
effet, au premier stade de la tumorigenèse, la tumeur est avascularisée, créant autour d'elle 
une zone d'hypoxie. La mise en place d'un réseau vasculaire devient, ensuite, indispensable 
pour la croissance tumorale et la dissémination métastatique (Folkman, 1996). 
 Plusieurs mécanismes se mettent en route, tels que la libération de facteurs 
angiogéniques, l'activation des cellules endothéliales, la sécrétion d'enzymes protéolytiques 
pour la dégradation et le remodelage de la MEC et de la membrane basale, la prolifération et 
la migration des cellules endothéliales et la néovascularisation. Il résulte de cette 















tumorale (Holmgren et al, 1995). La néovascularisation permet, aussi, d'éliminer les cellules 
mortes autour de la tumeur et de favoriser l'évasion des cellules tumorales de leur site initial et 
donc la dissémination métastatique (Hashizume et al, 2000). 
 La diversité et la complexité du système angiogénique tumoral et son implication dans 
la promotion et la croissance tumorales, la migration et la dissémination métastatique des 
cellules cancéreuses, expliquent l'importance des stratégies anti-angiogéniques dans le 









































Chapitre 4. Biologie de la coagulation 
 
 L'hémostase est un système complexe qui se base sur divers phénomènes 
physiologiques dont le but est de maintenir la fluidité sanguine à l'intérieur des vaisseaux. Ces 
mécanismes contribuent à l'arrêt des hémorragies et à la prévention de thrombose. 
 L'hémostase repose sur l'action de différents acteurs cellulaires comme l'endothélium, 
la paroi vasculaire, les plaquettes et les cellules sanguines circulantes et de divers éléments 
plasmatiques protéiques. Classiquement, on peut distinguer, trois temps clés de la 
coagulation, qui sont activés simultanément : l'hémostase primaire, la coagulation au sens 
propre et la fibrinolyse. Ces trois phases sont concomitantes et interdépendantes, même si 
elles sont différentes en durée et en intensité. L'importance de chacun de ces mécanismes 
varie, également, en fonction de la localisation de la lésion vasculaire (vaisseau artériel ou 
veineux) et la taille du vaisseau. 
1. Hémostase primaire 
 L'hémostase primaire est activée immédiatement après la formation d'une brèche 
vasculaire. Son rôle est de fermer la lésion et d'arrêter le saignement par la formation d'un 
caillot plaquettaire, dit « thrombus blanc » 
 Dès l'apparition d'une lésion vasculaire, le processus d'hémostase primaire se met en 
place. La première réaction enclenchée est la vascularisation localisée et l'activation des 
plaquettes. Cette réaction arrête les hémorragies, diminue le flux sanguin et modifie les 
conditions hémodynamiques. L'exposition du sous-endothélium au facteur de von Willebrand 
(von Willebrand factor : vWF) induit le recrutement d'autres plaquettes. Les plaquettes 
s'agrègent et forment un microthrombus fragile (Reininger, 2008). Le microthrombus induit, 
également, la dégranulation des plaquettes, entraînant la libération de leur contenu en 
cytokines (VEGF, PDGF, IGF-1, TGF-β), le facteur de coagulation V, le facteur vwF et du 
fibrinogène (Harrison and Cramer, 1993). L'agrégation devient irréversible et le caillot se 
solidifie, constituant ainsi le clou plaquettaire. 
2. La coagulation 
 La coagulation proprement dite est la conséquence d'un enchaînement de réactions 
chimiques qui impliquent différents substrats et enzymes, aboutissant à la formation d'un 















 L'enzyme clé permettant de transformer le fibrinogène, une protéine soluble, en fibrine 
soluble est la thrombine. Le processus de formation de la thrombine est complexe et fait appel 
à différents facteurs de coagulation (de I à XIII). Les facteurs de coagulation sont 
majoritairement des protéines hépatiques synthétisés en zymogènes. Ils sont présentés dans le 
Tableau 5. 
 Le processus de coagulation s'appuie sur deux voies : 
 * La voie extrinsèque :  
 Le FT est un récepteur membranaire, enchâssé dans la paroi vasculaire et exposé au 
sang suite à une lésion vasculaire. Le FT active le facteur VII pour former un complexe tenace 
qui, à une concentration élevée, active le facteur X. En présence de phospholipides 
membranaires et de calcium, le facteur Xa se lie à son tour au facteur Va pour former la 
prothrombinase, enzyme nécessaire à la transformation de la prothrombine (II) en thrombine 
(IIa). La thrombine générée (IIa) déclenche un rétrocontrôle positif en activant les plaquettes 
et les facteurs V, VIII et XI. La thrombine renforce l’agrégation plaquettaire au sein du caillot 
par la liaison, à la surface des plaquettes, à son récepteur PAR-1 (protease-activated receptor 
1) (Mackman et al, 2007).         
 La voie extrinsèque est rapide et intervient précocement pour générer les premières 
molécules de thrombine (Dieri et al¸ 2008).  
 * La voie intrinsèque :  
 Elle est enclenchée par l'activation du facteur XII suite au contact avec le collagène. 
L'activation du facteur XII entraîne la transformation de la prékallicréine (PK) en kallicréine 
(PKa). Une boucle d'auto-activation, entre la PKa et le facteur XII, se met en place. Enfin, une 
cascade de réactions permettent la formation de la prothrombinase (facteur Xa-facteur Va) et 
donc de la thrombine (Gailani and Renné, 2007).      
  La voie intrinsèque est la plus longue, vue la faible concentration plasmatique 
du facteur XII et le nombre de facteurs impliqués. Cela dit, elle constitue la voie 
d'amplification de la coagulation (Figure 9). 
 La thrombine générée, par les deux voies, clive le fibrinogène en libère la fibrine en 
momnomères. Le facteur XIIIa stabilise les protofibrilles de fibrine par l'intermédiaire de 














































de VIIa dans 
l'activation de IX et X 
Actif 
d'emblée 
Calcium IV Ca2+ Ubiquitaire Cofacteur   
Facteur V V Proaccélérine Foie 
Cofacteur de Xa dans 




Facteur VI : non retenu par le comité international de nomenclature  
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Figure 9 : Modèle moderne de l’hémostase basé sur les cellules (adaptée de (De Caterina et al, 
2013)). 
3. La fibrinolyse 
 Lorsque la cicatrisation prend la relève pour réparer la lésion vasculaire, le caillot de 
fibrine se dissout progressivement. L'hydrolyse de la fibrine est assurée par la plasmine, une 
sérine protéase hépatique secrétée en zymogène : le plasminogène. 
 Le plasminogène est activée par deux protéases : la première est d'origine rénale et 
porte le nom d'urokinase (u-PA) et la deuxième est d'origine endothéliale et est appelée 
activateur du plasminogène (t-PA). En effet, la présence de fibrine entraîne l'activation de la 
pro urokinase en urokinase. L'u-PA s’active par la fixation du récepteur u-PAR (récepteur 
membranaire et sites de fixation de la t-PA sur la fibrine). L’activation du t-PA se fait par son 
substrat la plasmine, ce qui enclenche une forte boucle d'auto-activation (Lijnen, 2001) 
(Figure 10). La plasmine générée dégrade la fibrine et libère des fragments très hétérogènes 
appelés produits de dégradation de la fibrine (PDF) comme les D-dimères. 
 La fibrinolyse est contrôlée par différentes voies : 
- Inhibition de la plasmine : lorsque la plasmine est en excès, elle est désactivée dans le 
courant plasmatique par ses inhibiteurs, tels que l'α2-antiplasmine et d'un degré moindre l'α2-
microglobuline (Cesarman-Maus and Hajjar, 2005). 
- Internalisation du complexe u-PA/u-PAR, par endocytose cadhérine dépendante. Cette voie 















Cela résulte en la dégradation d’u-PA et le recyclage de son récepteur. PAI-2, produit de 
l'épissage alternatif de PAI-1, joue le rôle d'inhibiteur, à la fois, de u-PA et t-PA. 
- Inhibition par le TAFI (Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor) : Il s'agit d'une 
carboxypeptidase. Son activité est améliorée en présence de thrombomoduline (TM), un 
peptidoglycane exprimé à la surface des endothéliums (Willemse and Hendriks, 2007).  
 
 
Figure 10 : Mécanismes moléculaires de la fibrinolyse (adaptée de (Cesarman-Maus and 
Hajjar, 2005)). 
Le plasminogène est converti en sérine protéase activée, la plasmine, par l'action du tPA et de l’uPA. Ces deux 
activateurs sont secrétés, respectivement, par les cellules endothéliales et par les monocytes macrophages ou les 
cellules endothéliales. Les blocs en rouge représentent les voies de régulation négative. 
 
4. Inhibition de la fibrinoformation 
 L'inhibition de la fibrinoformation est un des mécanismes majeurs de la régulation 
négative de la coagulation. Elle repose sur trois voies :  
 - Le Tissue factor pathway inhibitor (TFPI) : module la réponse procoagulante 
déclenchée par le FT. Le TFPI forme un complexe avec le facteur Xa, le FT et le facteur VIIa, 
bloquant ainsi la voie extrinsèque de la coagulation (Sandset, 1996). 
 - L’antithrombine (AT) : il s'agit d'une protéine hépatique de la famille des serpines. 
Elle est capable de former un complexe avec la thrombine et les facteurs VIIa, IXa, Xa, XIa et 















 - Le système protéine C / récepteur endothélial de la protéine C : La protéine C (PC) et 
son récepteur endothélial (EPCR : Endothelial protein C receptor) sont au centre des 
systèmes anticoagulants. En effet, lorsqu’elle est en interaction avec la thrombomoduline, la 
thrombine active un processus de rétro-inhibition et perd ses propriétés coagulantes suite à 
des modifications conformationnelles. La thrombine perd même son affinité pour les 
plaquettes et le fibrinogène et devient un acteur principal dans l'inhibition de la 
fibrinoformation (Sadler, 1997). Le complexe thrombine-TM est responsable de l'activation 
de la protéine C, une sérine protéase hépatique vitamine K dépendante. La protéine C activée 
(PCA) est ainsi libérée. En présence de la protéine S, la PCA inactive le facteur Va et le 
facteur VIIIa par clivage protéolytique, inhibant par conséquent la génération de la thrombine 
(Figure 11). Le récepteur endothélial de la protéine C, exprimé au niveau des cellules 
endothéliales, fixe le domaine Gla de la protéine C et facilite son activation par le complexe 
thrombine-TM (Van de Wouwer et al, 2004). 
 En plus de son activité anticoagulante, la PC est également capable d'améliorer la 
fibrinolyse en inactivant le PAI-1 secrété par les cellules endothéliales (Kobayashi et al, 
1994). 
 
Figure 11 : Rôle de la protéine C et son récepteur dans l'inhibition de la fibrinoformation 
(Griffin et al, 2007).  
La thrombomoduline et la thrombine forme un complexe activant la protéine C fixée à son récepteur. La protéine 
C activée (APC), en présence de la protéine S, inhibe les facteurs coagulants Va et VIIIa. 
5. Schéma récapitulatif de la régulation de la coagulation  
 Les différents mécanismes impliqués dans la régulation de la coagulation sont 









































Chapitre 5. Biologie de l'association entre cancer et thrombose 
 
 Comme nous l'avons décrit précédemment, la forte incidence de la thrombose au cours 
de la pathologie cancéreuse est liée aux différents éléments de la triade de Virchow : stase 
veineuse, altération endothéliale et hypercoagulabilité induite par le cancer. 
Dans cette section, nous allons détailler les principaux acteurs procoagulants liés au cancer et 
leurs mécanismes d'action dans un contexte tumoral. 
1. Facteur tissulaire, thrombine et acteurs de l'inflammation 
 Le facteur tissulaire est le principal initiateur physiologique de la coagulation. Il s'agit 
d'une glycoprotéine transmembranaire, qui par son rôle de récepteur du facteur VII, active la 
voie extrinsèque de la coagulation. Le FT est synthétisé par les cellules musculaires lisses, les 
cellules épithéliales, les fibroblastes, les monocytes activés et les cellules endothéliales lésées. 
 Plusieurs études montrent une corrélation positive entre le taux du FT et les cancers 
associés à un risque thrombotique élevé, par rapport aux cancers avec un faible risque de 
thrombose (Uno et al, 2007 ; White et al, 2007 ; Khorana et al, 2007). L'expression du FT 
peut être, entre autres, augmentée par certaines cytokines inflammatoires liées à la pathologie 
cancéreuse comme l'IL-1β, le TNF-α (tumor necrosis factor-α) et le VEGF (Clauss et al, 
1990 ; Ditman et al, 1990). Il a été, également, rapporté que l'IL-1 et le TNF-α peuvent 
bloquer l'expression de la thrombomoduline et par conséquent entraver l'activation de la PC, 
élément majeur de l'inhibition de la fibrinoformation (Dittman and Majerus, 1990). 
 Outre ses propriétés procoagulantes, le FT joue un rôle dans l'angiogenèse, 
particulièrement, dans les voies de signalisation intracellulaires au niveau des cellules 
endothéliales. Le FT est donc impliqué dans la formation de néovaisseaux au cours de la 
pathologie néoplasique (Ott et al, 1998). Le FT favorise aussi la dissémination métastatique 
en activant le récepteur PAR-2 exprimé par les cellules cancéreuses (Even-Ram et al, 1998). 
 D'autre part, une forte expression du FT, dans le cancer, peut être à l'origine d'une 
importante génération de thrombine. La thrombine est une enzyme pivot de l'hémostase. Elle 
est responsable de la formation de fibrine à partir du fibrinogène, elle participe aussi à 
l'activation plaquettaire et régule tout le système de la coagulation (par activation ou 
rétrocontrôle négatif). La génération accrue de thrombine dans le cancer est, non seulement 















Ces dernières peuvent fournir des surfaces procoagulantes au complexe prothrombinase et 
favoriser, davantage, la libération de thrombine (Sakai and Kisiel, 1990). 
 Cette augmentation de la formation de thrombine dans le cancer, peut également 
induite par l'inflammation. En général et toujours dans un contexte tumoral, l'inflammation 
peut être aussi responsable de la génération excessive du facteur VIII, du vWR, de 
fibrinogène mais aussi de la résistance acquise à la PCA et par conséquent de l'apparition d'un 
état d'hypercoagulabilité et d'événements thrombotiques (Viale, 2005). 
 L'implication de la thrombine dans le cancer peut prendre forme à plusieurs niveaux. 
Par exemple, la thrombine est capable d'augmenter l'expression de la sélectine P par les 
cellules endothéliales, ce qui favorise l'adhésion des plaquettes aux cellules cancéreuses et 
endothéliales (Wahrenbrock et al, 2003). La thrombine est également impliquée dans la 
croissance et la dissémination tumorale. En effet, la thrombine participe à la modulation de 
l'angiogenèse en contrôlant l'expression de certains facteurs de croissance comme le VEGF, 
ou en activant les récepteurs activés par les protéases (PAR) au niveau des cellules 
endothéliales (Wahrenbrock et al, 2003). En activant des métalloprotéases, la thrombine joue, 
aussi, un rôle dans l'augmentation de la perméabilité vasculaire (Brooks et al, 1996). Son rôle 
dans la dissémination métastatique se traduit, également, par l'activation des récepteurs PAR-
1 ou en favorisant l'adhésion des cellules cancéreuses aux cellules endothéliales et à la matrice 
extracellulaire, via des molécules d'adhésion telles que la sélectine P, le CD 40-ligand ou 
encore l'intégrine αIIb-β3 (Nierodzik et al, 1991 ; Nierodzik et al, 1992). 
 En outre, l'activation des récepteurs PAR-1 et PAR-2, respectivement par la thrombine 
et le FT, entraîne une augmentation de l'expression de PAI-1, bloquant ainsi l'activation du 
plaminogène et par conséquent la fibrinolyse (McEachron et al, 2010). 
 Enfin, le déséquilibre de la balance fibrinolytique, dans un contexte tumoral, est aussi 
provoqué par des cytokines pro-inflammatoires. Ces dernières modifient l'expression de t-PA 
(activateur de la fibrinolyse) ou celle de PAI-1 (van Hinsberg et al, 1990). 
2. Microparticules 
 Les microparticules (MPs) ont été initialement décrites par Chargaff et West (Chargaff 
and West, 1946) au milieu du 20ème siècle comme un « facteur précipitable », présent dans le 
plasma et capable de promouvoir les processus de coagulation. En 1967, Wolf décrivit des 















1967). Cette observation a été le point de départ d'une augmentation exponentielle du nombre 
d'études sur les MPs. 
 Les MPs sont des vésicules de nature hétérogène et de taille variant de 0.1 à 1μm. 
Elles sont libérées des membranes cellulaires en réponse à une activation des cellules ou à 
leur apoptose. Elles ont une membrane phospholipidique intacte et exposent à leur surface des 
protéines membranaires qui diffèrent selon leur origine cellulaire (Tesse et al, 2006). 
Classiquement, la détection des MPs se base sur leur taille, mais également sur la présence 
des phosphatidylsérines, sous une forme externalisée, sur la membrane cellulaire. Les MPs 
dérivent des cellules du sang et des cellules endothéliales ou encore des cellules cancéreuses. 
Toutefois, les plaquettes activées constituent la plus importante source de MPs chez les 
personnes non atteintes de maladie grave (Mooberry and Key, 2015). Une étude de recherche 
suggère qu'une partie importante des MPs plaquettaires dérivent, directement, des 
mégacaryocytes de la moelle osseuse (Flaumenhaft et al, 2009). 
 La formation et la libération des MPs, à partir de leurs cellules d'origine, survient suite 
à une stimulation ou à une induction apoptotique. Leur sécrétion est considérée comme le 
reflet d'une balance dynamique entre prolifération, stimulation et mort cellulaire. Leur 
libération peut être provoquée par des cytotoxines, endotoxines ou par des lésions oxydatives 
ou encore par une forte contrainte de cisaillement (Mooberry and Key, 2015). 
 Exposant diverses protéines à leur surface, les MPs sont dotées de différentes 
propriétés et peuvent être impliquées dans différents mécanismes et processus. Ainsi, les MPs 
peuvent jouer un rôle dans la coagulation. Leur fonction procoagulante est liée, 
essentiellement, à l'exposition vers l'extérieur des phosphatidylsérines et/ou du facteur 
tissulaire. Les phosphatidylsérines associées aux MPs fournissent une surface catalytique aux 
complexes enzymatiques procoagulants (Owens and Mackman, 2011). Une étude, ex vivo, 
montre que les MPs issues des plaquettes présentent une activité procoagulante 50 à 100 fois 
plus élevée que celle des plaquettes activées elles-mêmes. Cela constitue un indice important 
quant au potentiel thrombogénique des MPs (Sinauridze et al, 2007). 
 D'autre part, la présence de FT sur les MPs, des monocytes ou des cellules tumorales, 
a été bien démontrée. En effet, les MPs exprimant ce facteur peuvent être une source non 
négligeable de FT circulant, chez les patients atteints d'un cancer. Une étude montre la 
corrélation positive entre la concentration plasmatique des MPs associées au FT et le risque 















métastatique (Khorana et al, 2008b). Les MPs peuvent, aussi, favoriser la coagulation 
indépendamment du FT, puisqu'elles sont impliquées dans la promotion de la voie intrinsèque 
de la coagulation – en stimulant positivement le facteur XI ou le facteur XII. Cela dit, les 
mécanismes par lesquels les MPs favorisent la voie intrinsèque ne sont pas encore élucidés. 
 Enfin, le rôle des MPs dans la progression tumorale est aussi lié à plusieurs autres 
mécanismes, indépendant de la coagulation (Figure 13). En effet, les MPs peuvent être à 
l'origine de développement d'une résistance aux médicaments anti-tumoraux, à travers le 
transfert de protéines de résistance comme la P-gp and la MRP-1. Les MPs améliorent, aussi, 
le potentiel métastatique de la tumeur, en véhiculant des protéases, des micro ARNs et des 
protéines de type tyrosine kinase. La promotion de l'angiogenèse par les MPs est liée à la 
dissémination de certains éléments, comme la sphingomyéline et le VEGF. La survie et 
l'évasion cellulaires de système immunitaire sont favorisés par le transfert de caspase 3, la 
protéine LMP-1 et le ligand de Fas (Gong et al, 2015). 
 
Figure 13 : Rôle des microparticules dans la progression tumorale (adaptée de (Gong et al, 
2015)). 
3. Synthèse 
 Les mécanismes potentiels contribuant au profil thrombophile de la pathologie 















 D'une part, la majorité des partenaires cellulaires et plasmatiques de l'hémostase 
interagissent et contribuent au phénotype procoagulant de la tumeur. Les acteurs du 
compartiment vasculaire interviennent à tous les stades et dans tous les processus impliqués 
dans l'initiation et la croissance tumorale, ainsi qu'à la dissémination métastatique. D'autre 
part, la tumeur constitue le premier acteur responsable du détournement des mécanismes 
physiologiques de la coagulation. 
 
 
Figure 14 : Interactions des cellules tumorales avec l’hémostase participant à 
l’hypercoagulabilité, l’angiogenèse et la prolifération tumorale (Dargaud, 2012). 
 
 La relation entre hypercoagulabilité, inflammation, angiogenèse tumorale et 
tumorigenèse fait appel à des connections et des interactions intriquées. 
 Dans cette section, nous avons détaillé brièvement certains mécanismes procoagulants 
et leur rôle dans la pathologie cancéreuse. Le système de la protéine C et son récepteur 
endothélial, ainsi que l'activation plaquettaire constituent des acteurs clé dans la balance 
hémostase/cancer.  Les deux chapitres suivants seront entièrement consacrés à ces deux 















Chapitre 6. Protéine C et son récepteur endothélial  
 
  Le rôle anticoagulant de la protéine C et son récepteur endothélial a été étudié pendant 
des décennies. La protéine C activée est capable d'initier des voies de signalisation cellulaire, 
modulant ainsi divers processus comme la cytoprotection qui comprend les mécanismes anti-
apoptotique et anti-inflammatoire, ou encore la stabilisation de la barrière endothéliale. La 
protéine C activée est, aussi, impliquée dans la régulation de la prolifération et la 
différentiation cellulaire. 
 Dans ce chapitre, nous détaillons les principales propriétés de la protéine C et son 
récepteur et leurs différentes fonctions, notamment leur implication dans la pathologie 
cancéreuse. 
1. La protéine C : gène et structure 
 La protéine C (PC), une protéine plasmatique vitamine K dépendante, a été purifiée 
initialement par Stenflo en 1976 à partir du plasma bovin (Stenflo, 1976). Il s'agit d'une sérine 
protéase hépatique codée par le gène humain PROC d'environ 11 kb, localisé sur le 
chromosome 2 (2q13-14), et comportant 9 exons. 
 La PCA est générée à partir de sa forme zymogène (PC), suite à son activation 
protéolytique par la thrombine (Griffin et al, 2007). 
 La PC présente une seule chaîne peptidique de 56 kDa (461 acides aminés). Sa 
maturation résulte en son clivage en deux chaînes, une légère et une lourde, les deux reliées 
par un pont disulfure. En présence de vitamine K, la PC est aussi carboxylée au niveau de 
certains résidus d'acide glutamique. Cela permet de confectionner son domaine Gla, un 
domaine indispensable pour sa sécrétion et sa fonction biologique. En effet, le domaine Gla 
est à l'origine de la capacité de la PC à se lier aux phospholipides chargés négativement, ainsi 
qu'à son récepteur (Presto, et al, 2005). En revanche, son interaction avec son cofacteur, la 
protéine S, est dépendante de ses deux domaines "EGF-like" (Figure 15). 
2. Le récepteur endothélial de la protéine C  
2.1. Propriétés structurales et biochimiques de la protéine 
 Le récepteur endothélial de la protéine C (EPCR) est une glycoprotéine 















 La structure protéique de l'EPCR est composée de 238 acides aminés (AA), 
comportant 17 AA qui constituent le peptide signal et 221 AA qui représentent la protéine 
mature. La partie extracellulaire, de la protéine mature, correspond à la partie N-terminale. Sa 
partie ancrée dans la membrane est composée de ses 17 AA C-terminaux. Les quatre sites de 
N-glycosylation de la protéine participent à sa masse molaire (MM) puisque la MM 
apparentée est de 46 kDa – lorsque la protéine est glycosylée – et de 28,5 kDa, après 
déglycosylation (Fukudome and Esmon, 1994). 
 La structure tridimensionnelle de l'EPCR (Figure 16) présente une homologie de 
séquence avec la famille des protéines CD1 du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), 
tout particulièrement le CD1d. Cette homologie a permis de déduire la structure en trois 
dimensions de l'EPCR et aussi son implication dans les processus inflammatoire et 
immunitaire (Oganesyan et al, 2002). 
 Indépendamment de son interaction avec la PC, l'EPCR est également capable de fixer 
d'autres ligands comme le facteur X, la protéinase-3, le récepteur de l'antigène du lymphocyte 
T γδ et la plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 (Mohan Rao et al, 2014). 
 
Figure 15 : Structure tridimensionnelle de la protéine C (Griffin et al¸2007). 
Le site actif de la protéine est représentée en vers et la boucle de fixation du calcium est en bleue. Le domaine 
Gla est impliqué dans la fixation aux phospholipides chargés négativement et à l’EPCR. Les domaines EGF 1 et 
















Figure 16 : Structure tridimensionnelle de l'EPCR (Oganesyan et al, 2002). 
Le ruban jaune représente l'EPCR soluble en interaction avec le domaine Gla de la PC (ruban vert) et une 
molécule lipidique (sphères centrales). L'EPCR est constitué de deux hélices α et huit feuillets β, qui créent une 
cavité chargée de phospholipides. La fixation des ions calcium (sphères en magenta) au domaine Gla de la PC, 
expose la partie N-terminale de la boucle ω, qui en l'absence de l'EPCR interagit avec les phospholipides au 
niveau des surface membranaires. 
 
2.2. Gène et régulation de l'expression 
 Le gène de l'EPCR, cloné en 1998, est localisé sur le chromosome 20 en position 
q11.2. Il couvre une séquence de 6 kb et comporte quatre exons et trois introns.  Le premier 
exon code pour la région non codante en 5' (5' UTR : untranslated region) et le peptide signal.  
La plus grande partie de son domaine extracellulaire est codée par les exons 2 et 3. Le 
domaine transmembranaire, la courte queue intra-cytoplasmique et la région 3'UTR se situent 
dans l'exon 4 (Fukudome and Esmon, 1995).  
 L'EPCR est exprimé, principalement, par l'endothélium des veines (veines cave 
inférieure) et des artères (aorte, artères cardiaques et pulmonaire). Son expression est faible 
dans les capillaires (capillaires de la paroi alvéolaire des poumons, peau, médullaire rénale, 
glandes surrénales, nodules lymphoïdes et sinus médullaires) et dans certaines rares veinules 
post-capillaires (Laszik et al, 1997 ; Fukudome et al, 1998 ; Ye et al, 1999).  
 L'expression préférentielle de l'EPCR au niveau de l'endothélium est liée à sa 
régulation génétique. En effet, il a été démontré, chez un modèle murin, qu'une partie du 















la délétion de cette partie alignait le taux d'expression du gène de l'EPCR dans la 
microcirculation à celui des gros vaisseaux (Gu et al, 2000). 
 Une étude in vivo, montre que l'expression de l'EPCR est augmentée dans un contexte 
inflammatoire. En effet, suite à une perfusion d'endotoxine chez le rat, le taux d'ARN 
messager est augmenté d'un facteur de trois et sa concentration plasmatique d'un facteur de 
quatre. En cas de perfusion préalable des rats, par l'hirudine, cette augmentation est 
supprimée. Ce même phénomène est observé en cas d'addition du peptide agoniste de PAR-1, 
récepteur de la thrombine. Ces résultats mettent en évidence l'interdépendance entre le taux 
d'ARN messager de l'EPCR et la thrombine. En effet, le gène de l'EPCR renferme, dans sa 
séquence promotrice, un élément de réponse à la thrombine (Gu et al, 2000). 
 
2.3. Solubilisation de l'EPCR : mécanisme, propriétés et régulation génétique 
 Le mécanisme de la sécrétion de l'EPCR soluble (EPCRs) dans le plasma a été mis en 
évidence et caractérisé en 2000 (Xu et al, 2000). La forme circulante de l'EPCR résulte de la 
protéolyse constitutive de l'EPCR membranaire par une métalloprotéase, le TNF-α converting 
enzyme/ ADAM 17 (TACE) (Qu et al, 2007). L'EPCRs de 42 kDa est capable de fixer ses 
ligands naturels, notamment la PC et la PCA avec la même affinité que l'EPCR membranaire. 
 Cela dit, en fixant la PC, l'EPCRs inhibe son activation par compétition avec l'EPCR 
membranaire. Aussi, en séquestrant la PCA, l'EPCRs empêche ce ligand d'interagir avec les 
surfaces membranaires négativement chargées et nécessaires au clivage des facteurs de 
coagulation Va et VIIIa. Ainsi, l'EPCRs, en bloquant l'activité anticoagulante de la PC, se 
convertit en un facteur thrombogénique (Kurosawa et al, 1997 ; Liaw et al, 2000 ; Regan et al, 
1996).  
 Le clivage métalloprotéique n'est pas le seul mécanisme impliqué dans le clivage du 
domaine membranaire de l'EPCR et sa libération dans le plasma, puisqu'il a été démontré que 
l'EPCR pouvait aussi être libéré sous l'action de la protéinase-3 (PR3) des polynucléaires 
neutrophiles activés (Mohan Rao et al, 2014). 
 D'autre part, la régulation de l'affinité de l'EPCR aux métalloprotéases est liée à des 
mécanismes d'épissage alternatif de son gène. En effet, le gène de l'EPCR présente 13 
polymorphismes à un seul nucléotide (SNP : single nucleotide polymorphism), comme 

















Figure 17 : Structure du gène codant pour l'EPCR et ses haplotypes (Saposnik et al, 2004). 
Les exons sont numérotés de 1 à 4. Les zones transcrites sont représentées en gris foncé. Les flèches noires 
indiquent la localisation des 13 polymorphismes (SNP). Le tableau décrit les loci des SNP, localisés d’après la 
séquence de référence GenBank AF106202. 
 
 Ces SNPs caractérisent 2 haplotypes majoritaires A1 et A2 avec une fréquence 
allélique respective de 0,48 et 0,45 et un troisième haplotype A3 rare avec une fréquence 
allélique de 0,07. L'haplotype A3 est caractérisé, essentiellement, par la substitution en 
position 6936 d'une base d'Adénosine par une base de Guanosine (6936A/G). Cet SNP 
entraîne la substitution, en position 219 au niveau transmembranaire de la protéine, d'un 
résidu sérine par une glycine. Cette modification augmenterait l'affinité de l'EPCR aux 
métalloprotéases (Qu et al, 2006). 
 Saposnik et al (Saposnik et al, 2004) étaient les premiers à suggérer la forte 
association entre l'haplotype A3 de l'EPCR et sa concentration plasmatique. Depuis, le 
nombre d'études qui discutent la corrélation entre l'haplotype A3 de l'EPCR et l'incidence de 
la maladie thromboembolique ne cesse d'augmenter. 
 C'est dans ce contexte que s'inscrivent nos travaux d'étude de la fréquence du génotype 
6936AG et l'incidence de thrombose chez les patients atteints de leucémie aiguë 
myéloblastique (Besbes et al, sous presse). 
3. Fonctions du système PC/EPCR  
3.1. Fonction anticoagulante 
 Comme nous l’avons décrit précédemment, la fixation de la PC sur son récepteur 
membranaire, EPCR, entraîne une accélération d’un facteur de trois à cinq de la vitesse 
d’activation de la PC par le couple thrombine-thrombomoduline. Cette accélération est 
expliquée par une diminution de la Km (constante de Michaelis) qui passe de 869 nM – quand 
l’activation de la PC se fait sur une membrane cellulaire exprimant seulement la 
thrombomoduline (TM) – à 140 nM lorsque les cellules expriment à la fois la TM et l’EPCR 















 L’activation de la PC est critique pour la régulation négative de la coagulation. En 
effet, en présence de la protéine S, la PCA inactive les facteurs Va et VIIIa, deux facteurs clé 
responsables de l’amplification des réactions de coagulation – inhibant ainsi la formation de 
la thrombine. 
 En plus de son rôle d’inhibiteur de la fibrinoformation, la PCA peut également 
promouvoir la fibrinolyse en inactivant le PAI-1, favorisant ainsi la génération de plasmine 
(Ikezoe, 2015).  
 La fonction anticoagulante du système PC/EPCR est illustrée dans la Figure 18. 
 
Figure 18 : Fonction anticoagulante du système PC/EPCR (Ikezoe, 2015). 
TM : thrombomoduline; PC : protéine C; APC : PC active; EPCR : récepteur endothélial de la PC; PAI-1 : 
plasminogen activator inhibitor-1; EGF : epidermal growth factor; Gla : acide gamma-carboxyglutamique. 
3.2. Fonctions cytoprotectrice et anti-inflammatoire 
 Depuis quelques années, le statut de la PCA, en tant que facteur impliqué 
exclusivement dans la coagulation, a changé pour intégrer d’autres fonctions comme la 
fonction cytoprotectrice et anti-inflammatoire (Figure 19). 
 Diverses études de recherche et/ou cliniques rapportent des preuves quant à 
l’implication de la PCA dans l’inflammation. Une étude, in vivo, montre que l’inhibition de la 
fixation de la PC à son récepteur aggrave la réponse aux doses sublétales d’Escherichia coli 
chez les babouins (Taylor et al, 2000). Une étude chez l’homme montre que l’administration 















sepsis sévère (Bernard et al, 2001). Ces résultats mettent, aussi, en évidence le rôle 
cytoprotecteur que joue le système PC/EPCR. Ce rôle est lié essentiellement à la régulation 
négative de l’inflammation et de l’apoptose. Il concerne également le maintien de l’intégrité 
de la barrière membranaire et se traduit particulièrement par la régulation de la signalisation 
cellulaire et l’altération de gènes impliqués dans ces deux processus (Joyce et al, 2001). 
 Plusieurs voies de signalisation sont initiées suite à l'activation du récepteur de la 
thrombine PAR-1 par la PCA. En effet, la PC, liée à son récepteur endothélial, est capable 
d’activer PAR-1, par protéolyse de son extrémité N-terminale. Le PAR-1 s’autoactive alors 
par sa nouvelle extrémité, change de conformation et déclenche différentes voies de 
signalisation. Les effets observés varient, ensuite, en fonction du type cellulaire et du tissu. 
Ainsi, PAR-1 peut stimuler d’autres récepteurs, tels que le récepteur au sphingosine-1-
phosphate (S1P1), un récepteur à protéine G appartenant à la famille de gènes de 
différenciation endothéliale. La S1P1 active la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et la 
mitogen-activated protein kinase (MAPK), dont la kinase ERK (extracellular-signal-
regulated kinase). Une cascade de réaction est enclenchée, aboutit à une meilleure stabilité du 
cytosquelette intracellulaire et promeut l'angiogenèse (Weiler, 2011). 
 D’autre part, la PCA est aussi capable de modifier le profil d’expression des gènes de 
protéines d’adhésion et ceux de l’inflammation; et ce, en modulant négativement les gènes 
pro-inflammatoires et positivement des gènes anti-inflammatoires. Par exemple, la PCA peut 
être à l'origine d'une diminution de l’expression du facteur de transcription NFκB. Cela 
entraîne une diminution de l’expression des gènes qu’il contrôle, et notamment une 
diminution de la synthèse de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-8 et le 
TNFα, ainsi qu’une inhibition de la synthèse de molécules d’adhésion telles que ICAM-1, 
VCAM-1 et la sélectine E (Okajima, 2004). 
 La PCA peut, également, induire des voies de signalisation par liaison directe à 
d’autres récepteurs tels que les sous-unités β1/β3 des intégrines (effet anti-inflammatoire), le 
récepteur de l’apolipoprotéine E, ApoER2, (effet cytoprotecteur). En se fixant, au récepteur 
hétérodimérique des intégrines CD11b/CD18, la PCA enclenche la voie de signalisation PAR-
1/S1P1. Cela résulte en la suppression de la réponse inflammatoire induite par les 
macrophages activés (Ikezoe, 2015).  
 Indépendamment de PAR-1, la PCA peut neutraliser les complexes histone-ADN, 
(appelés NET pour neutrophil extracellular trap), libérés suite à une réponse à une 















manières : par sa fonction antiapoptotique consécutive à sa fixation à l’EPCR et qui limite la 
formation de NET ou par protéolyse des histones, limitant par conséquence l'effet cytotoxique 
au niveau du site inflammatoire (Xu et al, 2009). 
 
Figure 19 : Fonction cytoprotectrice et anti-inflammatoire du système PC/EPCR (adaptée de 
(Ikezoe, 2015)). 
3.3. Fonction anti-apoptotique 
 La protéolyse de PAR-1 par la PCA peut amorcer trois phénomènes impliqués dans 
l’apoptose : la diminution de la dégradation de l’ADN, la réduction de l’activation de la 
caspase 3 et le blocage de la translocation de la phosphatidylsérine vers l’extérieur de la 
membrane cellulaire. La PCA est, également, capable d’induire des régulations post-
traductionnelles des gènes de l’apoptose – en modulant positivement le gène anti-apoptotique 
Bcl-2 et négativement le gène pro-apoptotique Bax et le supresseur de tumeur p53 (Cheng et 
al, 2003).  
3.4. Système PC/EPCR et pathologies 
3.4.1. Système PC/EPCR et thrombose 
 Le complexe PCA/EPCR joue un rôle crucial dans la coagulation. Tout défaut ou 
perturbation, affectant la fonction anticoagulante de la PCA ou de l'EPCR, peut être à l'origine 















 Ainsi, la résistance à la PCA constitue un facteur majeur d'hypercoagulabilité. On peut 
distinguer :  
 * La résistance congénitale : elle est considérée comme la cause majeure de 
thrombophilie héréditaire. Elle a été découverte en 1993 par Dahlbäck suite à des 
observations, in vitro, portant sur l'effet d'ajout de PCA aux plasmas de patients 
thrombophiles, comparé à celui observé dans le plasma normal. En effet, Dahlbäck et ses 
collègues ont remarqué que l'ajout de PCA ne retarde pas le temps de coagulation pour 
certains patients à profil thrombophile par rapport à un plasma « normal ». Cette résistance à 
la PCA a été, ensuite, expliquée par la détection d'une mutation au niveau du gène codant 
pour le facteur V. Cette mutation se traduit par le remplacement d'une arginine en position 
506 par une glutamine (FV Leiden). Cette substitution induit la suppression du premier site de 
clivage au niveau du facteur V, et par conséquent la diminution de la vitesse de son hydrolyse 
par la PCA. Le risque de survenue de thrombose est alors multiplié par sept chez les sujets 
hétérozygotes et d'un facteur de 80 chez les sujets homozygotes (Dahlbäck et al, 1993 ; 
Dahlbäck, 2008).  
 La résistance acquise est indépendante du facteur V Leiden. Elle est liée à la présence 
d’anticorps antiphospholipides dirigés contre la prothrombine ou contre le co-facteur protéine 
S (Nojima et al, 2002 ; Nojima et al, 2009).  
 En ce qui concerne l'EPCR, une insertion homozygote de 23 pb au niveau l’exon 3 du 
gène d’EPCR a été identifiée comme étant à l'origine de l'expression d’un récepteur tronqué. 
Cette mutation est associée à la survenue de MVTE, d’infarctus du myocarde et de septicémie 
fatale chez l'homme (Biguzzi et al, 2001 ; Kendirli et al, 2007).  
 Aussi, une étude montre que 20% des patients, atteints du syndrome des 
antiphospholipides, présentent un taux d'anticorps dirigés contre l'EPCR qui est supérieur à la 
normale. Cela entraîne une diminution du taux de PCA et se traduit par l'apparition de 
maladies comme le lupus érythémateux ou la MVTE aux épisodes multiples (Lavigne-
Lissalde et al, 2005).  
 Un taux élevé des anticorps anti-EPCR est également associé au risque de thrombose 
de placenta, conduisant à un avortement spontané chez la femme (Lavigne-Lissalde et al, 
2005). Une autre étude suggère que les anticorps anti-EPCR synthétisés par le sujet malade, 
















 Enfin, la forme circulante de l'EPCR (EPCRs) est associée, dans plusieurs études, à un 
risque élevé de thrombose. Approximativement, 20% de la population générale présentent un 
taux d'EPCRs compris entre 200 et 700 ng/mL, contre une concentration plasmatique normale 
comprise entre 75 et 178 ng/mL. Ces variations de la concentration d'EPCRs dans le plasma 
est sous contrôle génétique dans 50 à 80% des cas. La majorité des sujets, présentant un taux 
élevé d'EPCRs, sont porteurs de l'haplotype A3 (Saposnik et al, 2004). 
 Également, un taux élevé d'EPCRs cause une perte des propriétés anti-inflammatoires 
de la PCA (Figure 20). Cet effet est liée à deux mécanismes : la liaison aux neutropiles activés 
diminuant leur disponibilité au niveau des surfaces endothéliales et le blocage des voies de 
signalisation de PAR-1 modulées par la PCA (Gandrille, 2008). 
 
Figure 20 : Propriétés et effets de l'EPCRs (Gandrille, 2008). 
 
3.4.2. Système PC/EPCR et cancer 
Les premières études suggérant une corrélation entre la PCA et la pathologie 
cancéreuse sont basées sur des observations cliniques portant sur la résistance à la PCA. La 
fréquence du facteur V Leiden est comparable entre la population non cancéreuse et celle 
atteinte de cancer. En revanche, les patients cancéreux semblent avoir une prédisposition à 
développer une résistance acquise à la PCA (Green et al, 1997 ; Haim et al, 2001). 
 Le rôle du système PC/EPCR dans la pathologie cancéreuse est complexe. La capacité 
de l'EPCR de promouvoir la génération de PCA, limitant la formation de thrombine, devrait 















implication dans le maintien de la barrière vasculaire, le système PC/EPCR peut limiter 
l'extravasation cellulaire et la dissémination métastatique.  
 Une étude sur un modèle de souris transgéniques avec une tumeur métastatique et 
surexprimant l’EPCR, révèle une diminution significative des métastases au niveau des 
poumons et du foie ; et ce, par rapport au phénotype sauvage exprimant un taux normal 
d’EPCR. Une diminution similaire des métastases est observée quand les souris transgéniques 
sont traitées avec la PCA (Bezuhly et al, 2009). 
 A l’opposé de ces résultats, l’EPCR semble promouvoir la métastase dans le cancer du 
poumon. En effet, l’extinction du gène de l’EPCR ou le blocage de ses interactions avec la 
PCA réduit l’infiltration des cellules cancéreuses dans l’organe cible, diminuant ainsi 
l’activité prométastatique de la tumeur (Antón et al, 2012). 
 Il semble que les effets attribués à l'EPCR exprimé par l'endothélium de l'hôte sont à 
l'opposé de ceux induits par l'EPCR exprimé par les cellules tumorales. L'EPCR, exprimé par 
les cellules cancéreuses, est capable de majorer le potentiel métastatique de ces cellules 
(Figure 21). En effet, dans le compartiment tumoral, les voies de signalisation régulées par la 
PCA et son récepteur promeuvent la survie des cellules cancéreuses, favorisent l’angiogenèse 
et inhibent l’apoptose de ces cellules. Le système PC/EPCR favorise, aussi la migration et 
l'invasion des cellules tumorales (Mohan Rao et al, 2014). Dans notre équipe, nous mettons en 
évidence la forte association entre l’expression de l’EPCR par les cellules cancéreuses 
ovariennes, l’effet de la PCA, et le potentiel migratoire et métastatique de ces cellules 
(Althawadi et al, 2015). 
 Dans ce contexte, une étude, in vivo, sur des souris auxquelles ont été injectées des 
cellules du cancer du sein surexprimant l’EPCR (EPCR+), révèle un fort potentiel de 
croissance tumorale chez ces souris, à un stade initial de la progression cancéreuse. 
Curieusement, à la fin du traitement, le volume de la masse tumorale induite chez ces souris 
était à 30% plus faible que celui détecté chez des souris traitées par injection de cellules 
cancéreuses caractérisées par une faible expression d’EPCR. L’analyse des tumeurs montre 
une réduction significative de l’infiltration des macrophages et de l’angiogenèse dans les 
cellules cancéreuses (EPCR
+
), ce qui pourrait expliquer la diminution de la croissance 
tumorale à un stade avancé (Keshava et al, 2013). 
En revanche, dans les mésothéliomes pleuraux malins (MPM), l'EPCR est doté d'un 















inhibant la prolifération cellulaires tumorale. Cela dit, le rôle joué par l'EPCR dans les MPM 
n'est pas encore connu. La présence de récepteurs spécifiques au niveau des MPM ou dans le 
microenvironnement pleural constitue une hypothèse à explorer (Keshava et al, 2013). 
Le rôle de la forme circulante de l'EPCR dans la pathologie cancéreuse est mis en 
évidence par un nombre réduit d’études (Heng et al, 2013). Dans notre équipe, nous 
démontrons que l'EPCRs peut constituer un biomarqueur dans le cancer ovarien (Ducros et al, 
2012). Aussi, nos travaux révèlent l'effet prépondérant, du complexe plasmatique PCA et 






















Chapitre 7. Thrombopoïétine et plaquettes 
 
 En cas de lésion vasculaire, les plaquettes constituent le premier acteur cellulaire du 
système hémostatique à arriver sur le site de la plaie. Elles s'agrègent et forment un thrombus 
blanc pour fermer la brèche et stopper l'hémorragie. 
 En outre, le rôle des plaquettes, dans la croissance tumorale, la métastase et la 
thrombose, est bien établi. 
 Dans ce chapitre, nous résumons les propriétés et le rôle de la thrombopoïétine, la 
principale cytokine régulatrice de la production de plaquettes. Nous examinons, aussi, les 
principaux aspects d'implication de la thrombopoïétine et des plaquettes dans le processus 
tumoral. 
1. La thrombopoïétine  
1.1. Gène et structure protéique 
 Le terme thrombopoïétine (TPO) a été utilisé pour, la première fois, en 1958 pour 
décrire un régulateur hormonal présent dans le plasma thrombocytopénique (Kelemen et al, 
1958). A partir de cette description, plusieurs groupes de recherche se sont intéressés à 
l'isolation et la purification de la TPO à partir de plasma, de sérum et d'autres sources 
physiologiques. 
 La découverte et la caractérisation du virus murin de leucémie myéloproliférative 
(MPLV), chez des souris infectées, ont apporté une réelle perspective de recherche sur la TPO 
(Wendling et al, 1986). L'oncogène viral en question (V.mpl ou Mpl) fût cloné en 1990 et le 
protogène (c-mpl ou Mpl) deux ans plus tard (Souyri et al, 1990 ; Vignon et al, 1992). En se 
basant sur la structure du c-mpl, il était évident que le gène identifié codait pour un récepteur 
de cytokine hématopoïétique. Ce groupe de cytokines comprend, entre autres, 
l'érythropoïétine (EPO) et l'interleukine-3 (IL-3) (Cosman, 1993). C'est en examinant le profil 
protéique de la lignée cellulaire bipotente érythroïde et mégacaryocytaire (HEL) – à partir de 
laquelle le c-mpl fût identifié – que la TPO a été finalement proposée comme ligand de ce 
récepteur (Hitchcock and Kaushansky, 2014). 
 Le gène de la TPO a été ensuite cloné et la séquence d'acides aminés caractérisée 















chromosome 3q27, s'étend sur 6,2 kb et comporte cinq introns et six exons ( Ogami, 1996 ; 
Sasaki et al, 1999).  Ce gène code pour une protéine précurseur de 30 kDa et d'une séquence 
de 353 acides aminés. La protéine mature (332 AA) comprend deux domaines : 
* Un domaine amino-terminal : il est composé de 154 résidus, présente une homologie de 
structure à l'EPO et capable de se fixer au récepteur c-Mpl . 
* Le domaine carboxy-terminal : il est unique dans sa structure et est dépourvu d'activité 
enzymatique. Cependant, il joue un rôle dans le prolongation de la demi vie de la TPO 
circulante et sert aussi de protéine chaperon intermoléculaire, aidant au repliement du 
polypeptide et la formation de la cytokine mature (Hitchcock and Kaushansky, 2014). 
 La TPO est secrétée, majoritairement, par le foie, les poumons et la moelle osseuse. 
Mais l'expression du gène de la TPO a été, également, mis en évidence dans la rate, les 
testicules, les ovaires et le système nerveux (Marcucci and Romano, 2008). 
1.2. Régulation de l'expression du gène et du taux de la thrombopoïétine 
 Le gène de la TPO présente une région non codante en 5 atypique (5'UTR). 
Contrairement à la majorité des gènes, la traduction de la TPO ne se fait pas au premier codon 
ATG de l'ARN messager mais au huitième ATG (troisième exon). Ce huitième codon est 
enchâssé dans le court cadre de lecture du septième codon. Cela rend le taux de traduction à 
partir du huitième codon peu efficace. Ainsi, dans des conditions physiologiques, la TPO est 
secrétée en petite quantité, quel que soit son taux d'ARN messager (Hitchcock and 
Kaushansky, 2014). 
 Chez des patients atteints de thrombocytémie essentielle héréditaire, des mutations au 
niveau du gène de la TPO sont détectées. Ces mutations augmentent l'efficacité de la 
traduction de l'hormone et constituent un facteur de risque de thrombocytose (Wiestner  et al, 
1998). Indépendamment de sa régulation génétique, la concentration plasmatique de la TPO 
peut varier en fonction de la capacité des plaquettes de l'absorber, l'internaliser et la détruire. 
Ainsi, chez les patients atteins de thrombocytose, le faible taux de TPO pourrait être expliqué 
par la forte métabolisation de l'hormone par les plaquettes. D'autres mécanismes peuvent 
réguler l'expression de la TPO, notamment certains contextes inflammatoires via une 















 Enfin, la transcription et l'expression du gène de la TPO peuvent être augmentées par 
l'acide tout-trans-rétinoïque (ATRA). Cela renforce l'hypothèse d'une possible induction de la 
sécrétion de la TPO par des stimuli exogènes et/ou inflammatoires. 
1.3. Thrombopoïétine et isoformes 
 Le gène de la TPO présente un site d'épissage alternatif au niveau de son sixième 
exon. Six variants d'épissage sont identifiés et validés par plusieurs études, caractérisant six 
principales isoformes de la protéine (Figure 22). 
 
 
Figure 22 : Illustration schématique du gène humain de la thrombopoïétine (Sasaki et al, 
1999 ; Marcurri et al, 2008). 
Structure du gène de l'intron 4 (I4) à l'exon 6 (E6) et différentes isoformes. 
 Deux autres variants ont été également identifiés : le variant TPO ΔEx2, dépourvu de 
l'Exon 2 et le variant TPO+85, résultant de l'activation d'un site accepteur d'épissage en 
extrémité 3' de l'intron 2 (Marcucci et al¸ 2007). 
 L'épissage alternatif de l'ARN messager de la TPO, à l'origine de la synthèse de 
plusieurs isoformes, semble être impliqué dans la modulation de divers fonctions biologiques, 















Variant d'épissage Organe exprimant la TPO Taux de sécrétion Fonctions 
TPO1 foie, rein, muscle squeletique, 
plancenta, rate, testiticules, 
ovaires, poumon fœtal, 




















Inhibition de la 
différentiation 
neuronale induite 




lignées cellulaires de 
carcinome, 








lignées cellulaires de 
carcinome, 
foie, rein, cerveau 




TPO + 85 
lignées cellulaires de 
carcinome, 





Tableau 6 : Expression et fonctions des principales isoformes de la thrombopoïétine 
(Marcucci and Romano, 2008). 
2. Régulation de la mégacaryocytopoïèse et la production de plaquettes 
 Plusieurs études, in vitro, suggèrent que la TPO intervient dans les différents stades de 
la mégacaryocytopoïèse. Elle n'est pas, seulement, impliquée dans la différentiation des 
mégacaryocytes, mais aussi, dans la prolifération des cellules progénitrices. Elle agit comme 
agent stimulant les colonies de mégacaryocytes aux stades précoces de mégacaryocytopoïèse 
et elle joue un rôle crucial dans la différentiation et la maturation des mégacaryocytes, en une 
batterie de cellules polyploïdes capables de produire les plaquettes (Hitchcock and 
Kaushansky, 2014). 
 D'un point de vue mécanistique, la phosphorylation du résidu tyrosine au niveau du  c-
MPL et d'autres protéines associées, est primordiale pour enclencher  l'action de la cytokine 















kinase intrinsèque, il recrute les kinases indispensables à la transduction des signaux induits 
par la TPO (Hitchcock and Kaushansky, 2014)..  
 Ainsi, suite à la fixation de la TPO à son récepteur, la kinase JAK2 est recruté par le c-
MPL. Une cascade de réactions est enclenchée et résulte en l'augmentation du nombre de 
mégacaryocytes et leur ploïdie, la maturation cytoplasmique et la libération des plaquettes par 
fragmentation transendothéliale cytoplasmique (Gewirtz, 1995). 
 
 
Figure 23 : Boucle de régulation thrombopoïétine/plaquettes (Kile, 2015). 
Régulation de la production des plaquettes par la thrombopoïétine et rétro-régulation de la sécrétion de la TPO 
par les plaquettes désialylés. A un stade avancé de leur vie, les plaquettes circulantes perdent leur acide 
salicylique au niveau de leur surface et sont reconnues, fixées et absorbées par les récepteurs Ashwell-Morell 
(AMR) dans les hépatocytes. Cela stimule la voie de signalisation JAK-STAT et induit une régulation 
subséquente positive de l'expression de l'ARN message de la TPO. 
 
 Les plaquettes expriment le c-MPL et toute la machinerie nécessaire à l'action de la 
TPO : JAK2, STAT3, STAT5, AKT et Ras (Hitchcock and Kaushansky, 2014). Les 
plaquettes désialylées à un stade avancé de leur vie, seraient, en outre, capables d'induire un 
mécanisme de rétro régulation de la sécrétion de la TPO dans le foie, comme illustré dans la 
Figure 23 (Kile, 2015). 
 Enfin, le c-MPL est capable de recruter d'autres familles de kinases comme la famille 
MAPK. Une fois liée à son récepteur, la TPO stimule la phosphorylation des MAP Kinases au 
niveau de leurs résidus tyrosine, ce qui déclenche l'activation de la voie de signalisation 
pilotée par les MAP Kinases. Plusieurs études suggère l'implication de cette famille de 
kinases, une fois activée, dans la différentiation des mégacaryocytes (Rouyez et al, 1997; 

















3. Rôle de la thrombopoïétine et des plaquettes dans le cancer et la thrombose 
 Dans des conditions physiologiques, la TPO est majoritairement produite par le foie. 
Cela dit, une étude, in vitro, montre que certaines lignées cellulaires, issues de carcinome 
humain, sont aussi capables de sécréter la TPO (Sasaki et al, 1999).  Une étude clinique met 
en évidence, par une méthode d'immunohistochimie, la présence de la TPO dans les cellules 
de carcinome ovarien chez une patiente (Furuhashi et al, 1999). Une autre étude suggère que 
le taux de TPO, dans le plasma, peut constituer un marqueur de la pathologie cancéreuse 
ovarienne. Cela dit, les résultats de dosage des plaquettes chez la population malade étudiée 
ne corrélaient pas avec le taux de TPO plasmatique (Tsukishiro et al, 2008). 
 D'un point de vue mécanistique, et indépendamment de son rôle dans la 
mégacaryocytopoïèse, la TPO peut jouer un rôle dans l'adhésion plaquettaire. En effet, même 
à faibles concentrations, la TPO accélère l'adhésion des plaquettes au facteur vWF et prévient 
même leur détachement à une forte concentration. La TPO pourrait, donc, jouer un rôle dans 
la coagulation (Van Os et al, 2003). Aussi, des mutations dans le gène du récepteur c-MPL et 
celui de JAK2 (V617F) sont reportées comme étant impliquées dans les néoplasmes 
myéloprolifératifs (Kilpivaara and Levine, 2008). 
 Les résultats concernant l'implication directe de la TPO dans le cancer et/ou la 
coagulation sont relativement élusifs et les mécanismes par lesquelles cette cytokine est 
régulée et/ou peut agir dans ce contexte sont mal connus. 
 Nous sommes les premiers à mettre en évidence et de caractériser, in vitro et in vivo, 
l'expression du gène de la TPO par des cellules issues de carcinome ovarien humain. Nous 
montrons, aussi, l'effet de la PCA, sur l'induction de la production de la TPO ovarienne. Nous 
vérifions, également, le maintien de la fonction biologique de la cytokine ovarienne, 
suggérant ainsi, le rôle potentiel que pourrait avoir la TPO non hépatique dans le processus 
tumoral d'une part, et dans d'autres voies de signalisation activées par la PCA d'autre part 
(Besbes et al, article soumis). 
 En revanche, le rôle des plaquettes et les mécanismes par lesquelles elles agissent dans 
la pathologie cancéreuse, notamment dans la métastasogenèse est bien établi (Gupta and 
Massagué, 2004). L'implication des plaquettes dans la dissémination tumorale est mise en 
évidence grâce à des modèles animaux. Ces expérimentations révèlent l'expression des 
récepteurs de la thrombine de type PAR-4, par les plaquettes (Camerer et al, 2004). De plus, 















se lient au fibrinogène. Les monomères de fibrine étant capables de se lier aux molécules 
CD54 (ICAM 1), favorisent l'agrégation plaquettaire au niveau des cellules tumorales. La 
masse incluant la fibrine et les agrégats plaquettaire permet, entre autres, de protéger les 
cellules tumorales de l'action destructive des cellules NK, favorisant ainsi la dissémination 
métastatique (Palumbo and Degen, 2007). 
 Enfin, comme décrit dans une section précédente, les microparticules sont, en grande 
partie, d'origine plaquettaire. Leur implication dans l'hypercoagulabilité et dans la progression 

















Le développement de thérapies ciblées constitue le principal objectif des travaux de 
recherche sur le cancer. Dans le but d’une meilleure compréhension et d’une maîtrise des 
différentes composantes du processus tumoral, ces études de recherche inspectent à la loupe 
tous les mécanismes impliqués dans cette pathologie. Ainsi, le travail présenté ici, s’inscrit 
dans cette perspective. 
La tumorigenèse est un processus cellulaire et moléculaire complexe. Il ne s’agit pas 
d’une simple transition d’un phénotype « normal » à un phénotype « malin ». L’acquisition du 
phénotype tumoral est certes la conséquence de l’accumulation d’altérations génétiques et 
épigénétiques – et la compréhension du rôle des oncogènes et des gènes suppresseurs dans 
l’oncogenèse est incontestablement primordiale. Cela dit, depuis quelques décennies, les 
approches d’étude de la biologie tumorale se sont bien développées et évoluées vers un 
concept plus complexe, celui de l’analyse des interactions hétérotypiques, régissant le 
microenvironnement tumoral. 
Ce microenvironnement, appelé aussi stroma tumoral, est en communication étroite 
avec les cellules cancéreuses. Ces dernières agissent sur leur microenvironnement pour 
détourner ses composantes à leur profit. Le stroma réactif résultant conditionne la croissance 
des cellules tumorales et régule leur potentiel métastatique. 
En outre, ces interactions peuvent déstabiliser la balance hémostatique et aussi 
perturber l’homéostasie de la coagulation. En effet, la pathologie cancéreuse constitue un 
véritable modèle d’hypercoagulabilité acquise. Cette association entre cancer et état 
prothrombotique repose sur des connexions complexes entre cancer, inflammation et 
hémostase. 
L’hypercoagulabilité conduit à la génération exacerbée de fibrine, encastrant la 
tumeur. L’échappement des cellules tumorales et leur dissémination métastatique sont 
étroitement liés à leur capacité à remodeler, par hydrolyse, la matrice extracellulaire de la 
tumeur. Même si la fibrinolyse constitue un mécanisme majeur dans le remaniement 
matriciel, curieusement, le processus d’inhibition de la formation de cette matrice reste peu 
étudié. 













Le système PC et EPCR joue un rôle crucial dans l'inhibition de la fibrinoformation. 
Ce complexe est aussi connu pour sa capacité de moduler le processus inflammatoire et 
apoptotique des cellules. Le système PC et EPCR peut, donc, jouer un rôle crucial dans le 
développement tumoral et la dissémination métastatique. Aussi, l’EPCR sous sa forme libre, 
en séquestrant la PCA et l’empêchant d’exercer sa fonction anticoagulante, promeut le dépôt 
de fibrine péri-tumoral. L’EPCRs constituerait, par conséquent, un élément clé de 
l’hypercoagulabilté associée au cancer. 
Le système PC et EPCR peut également induire directement des effets pléiotropes, aux 
différentes propriétés. Il est aussi impliqué dans diverses cascades de signalisation et 
différents processus biologiques. 
Les objectifs de ce travail étaient : 
- d’évaluer la pertinence du polymorphisme nucléotidique A/G en position 6936 du 
gène d’EPCR, en tant que biomarqueur de la thrombose chez des patients atteints 
d’hémopathies malignes. 
- d’analyser l’effet modulateur de la PCA sur la sécrétion de la thrombopoïétine, une 
cytokine clé dans la régulation de la production des plaquettes, notamment dans le 
cancer de l’ovaire 
- de caractériser la thrombopoïétine d’origine ovarienne, sur le plan génétique, post-
transcriptionnel et fonctionnel. 
- De détecter l’EPCR dans des lignées néoplasiques, ainsi que chez des patients atteints 
de cancer et juger sa validité en tant que marqueur de la pathologie cancéreuse. 
- De vérifier les fonctions du système PC/EPCR, dans le cancer de l’ovaire, notamment 



























 Le présent ouvrage est divisé comme suit : 
 
 Les articles en premier-auteur sont présentés dans les deux premiers volets : 
 *Le polymorphisme nucléotidique en 6936A/G comme biomarqueur possible du risque 
thrombotique chez les patients atteints de leucémie aiguë myéloblastique. 
*Production d’une thrombopoïétine fonctionnelle par une lignée cellulaire de 
d’adénocarcinome ovarien. 
 
 Les articles, de collaboration, portant sur la même principale thématique de recherche 
de ce travail, sont présentés selon l’ordre chronologique de leur publication : 
 
*Le récepteur endothélial de la protéine C exprimé par les cellules du cancer de l’ovaire 
en tant que biomarqueur possible du début de la pathologie cancéreuse 
*Le récepteur plasmatique endothélial de la protéine C influence la réponse 
immunitaire innée dans le cancer de l'ovaire en diminuant la population de cellules 
tueuses naturelles (NK) et les cellules auxiliaires TH17. 
*La protéine C activée promeut la migration des cellules de cancer de l'ovaire et limite 
la coagulabilité dans le microenvironnement tumoral. 
 
 En annexes, trois publications sont présentées : 
 
*Stratégies ciblant les protéines d'apoptose pour améliorer la thérapie de la leucémie 
lymphoïde chronique. 
*Nouvelle dimension dans le ciblage thérapeutique de la famille des protéines BCL-2. 
*Premiers "BH3 mimectics" ciblant MCL-1 comme thérapeutiques potentiels pour viser 
les traitements du cancer. 
  
























Les méthodes utilisées sont détaillées dans les sections « Materials and methods » des 
articles insérés ci-après.  
 Dans cette section, nous rappelons brièvement le principe et les étapes de chaque 
technique. 
1. Culture cellulaire 
1.1. Culture de lignées cellulaires 
 Les lignées cellulaires étudiées, adhérentes ou en suspension, sont cultivées dans le 
milieu de culture adéquat, complété de sérum de veau fœtal préalablement décomplémenté, de 
L-glutamine et d’antibiotiques (streptomycine, pénicilline). A 80% de confluence, les cellules 
adhérentes sont rincées au PBS, détachées de leur support par un traitement à la trypsine ou à 
l’accutase, diluées dans leur milieu et centrifugées pour éliminer le traitement enzymatique. 
Le culot cellulaire est alors repris dans du milieu de culture et les cellules sont ensemencées 
dans un plus grand nombre de flasques. Les cellules en suspension sont, quant à elles, diluées 
dans un volume adéquat de milieu de culture. Les lignées sont conservées dans l’azote 
liquide, dans un mélange de sérum (80%) et de DMSO (20%). 
1.2. Co-culture cellulaire 
 La co-culture permet d’évaluer la réponse d’une première lignée cellulaire à des 
conditions données, induites par la croissance d’une deuxième lignée dans le même milieu de 
culture. 
 Dans ce travail, la croissance de la première lignée cellulaire dépend de la présence ou 
non d’une cytokine. Sa viabilité dépend donc de la capacité de la deuxième lignée cellulaire 
de produire et libérer la cytokine d’intérêt dans le milieu de culture commun. Les deux lignées 
sont séparées par un filtre de culture cellulaire, empêchant le contact directe entre les deux 
lignées et laissant circuler le milieu de culture et ses composantes de part et d’autre de la 
surface de séparation. 
 Il ne s’agit pas uniquement d’étudier la viabilité d’une lignée cellulaire en fonction 
d’une condition donnée, puisque le principal but de cette méthode est de mettre en évidence, 























d’une façon indirecte, la production (ou non) de la cytokine d’intérêt par la deuxième lignée. 
Également, cette méthode nous permet d’étudier l’effet de certaines conditions sur l’induction 
ou la variation au niveau de la production de la cytokine par la lignée en question. 
1.3. Culture primaire 
 Les échantillons d’ascites proviennent de patientes atteintes de carcinose péritonéale 
(service de chirurgie carcinologique digestive, hôpital Lariboisière, Paris). Les ascites sont 
récupérées et utilisées dans le cadre d’une activité de recherche après l’obtention du 
consentement de chaque patiente. Les amas cellulaires de l’ascite sont récupérés par simple 
centrifugation et mis en culture dans un milieu de culture adéquat, en présence de sérum de 
veau fœtal, de L-glutamine et d’antibiotiques (streptomycine, pénicilline). Le support de 
culture utilisé est préalablement « coaté » avec de la gélatine à 0.2%. Cette particularité est 
indispensable car elle permet de faciliter l'attachement et la croissance des cellules. A 80% de 
confluence, les cellules sont détachées de leur support par traitement enzymatique, réparties 
dans d’autres supports de culture, congelées ou traitées pour d’autres finalités. 
2. Biologie moléculaire  
2.1. Purification des cellules mononucléées  
 Les échantillons de sang veineux humain sont prélevés et collectés, après obtention 
d’un consentement écrit pour chaque donneur. Les échantillons sont recueillis dans des tubes 
contenant de l’héparine ou de l’EDTA. 
 Deux principales populations sont constituées : celle des donneurs sains (Banque du 
sang de l’hôpital Hôtel-Dieu, Paris) et celle des patients atteints d’hémopathie maligne 
(tumorothèque de l’hôpital de Saint-Antoine, Paris). Les cellules mononucléees de chaque 
échantillon sont isolées sur gradient de densité (Ficoll). L’isolement sur Ficoll repose sur les 
densités respectives des cellules et du Ficoll. Après centrifugation, les cellules mononucléées 
forment un anneau opaque surnageant au-dessus du Ficoll. L’anneau est délicatement prélevé, 
lavé et centrifugé. Le culot cellulaire est conservé à -80°C. 
2.2. Extraction de l’ADN génomique  
 L’extraction de l’ADN génomique des cellules mononucléées repose sur le principe de 
filtration sur colonne.  Brièvement, les cellules sont lysés dans des conditions dénaturantes à 
température élevée. La lyse est réalisée en présence de Protéinase K. Ensuite, l’ADN 























éliminant les inhibiteurs, les sels et les autres contaminants chimiques, l’ADN est élué dans 
l’eau. Les ADN sont conservés à -20°C. 
2.3. Extraction des ARN totaux 
 L’extraction des ARN totaux des cellules en culture repose sur le même principe de 
filtration sur colonne utilisée au cours de l’extraction de l’ADN génomique.  
 Les cellules sont remises en suspension dans un tampon contenant du thiocyanate de 
guanidinium et du phénol associé à un agent réducteur (β-mercaptoéthanol) permettant à la 
fois de lyser les cellules, de dissocier les protéines, d’inhiber les nucléases, de dénaturer 
l’ARN et de le séparer de l’ADN génomique. Après centrifugation, la phase renfermant les 
ARN (phase supérieure) est récupérée. Les ARN sont isolés par filtration sur colonne de 
silice. En présence d’alcool, les sels chaotropiques (thyocyanate de guanidinium) attirent les 
molécules d’eau permettant une réaction d’adsorption des acides nucléiques sur la silice. A la 
fin de plusieurs étapes de lavage, les ARNs sont élués dans de l’eau et sont conservés à -80°C. 
2.4. Reverse transcription (RT) 
 Le brin complémentaire (ADNc) des ARNs extraits est synthétisé, à partir d’amorces 
oligo dT, par une ADN polymérase ARN dépendante thermostable isolée d’un virus murin 
(Mu-MLV).  
2.5. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR)   
 Précédée d’une RT, la réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une 
amplification génique reposant sur des cycles successifs de réplication d'une séquence 
spécifique d'ADN matrice par une ADN polymérase ADN dépendante thermostable (Taq 
polymérase). Le couple d’amorces spécifiques du gène à étudier le plus adéquat est 
sélectionné par le programme Primer 3, à partir de la séquence disponible dans la banque de 
séquence Genbank au NCBI (National center for biotechnology information ; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Une analyse in silico par le logiciel d'alignement de séquence 
BLASTN (également sur NCBI) permet de vérifier la spécificité des amorces. 
2.6. Electrophorèse des produits de PCR sur gel d’agarose  
  Un gel d’agarose est coulé de sorte à ménager des puits dans lesquels le produit 
de PCR à analyser sera déposé. Lorsqu’un potentiel électrique est appliqué de part et d’autre 























positif. Les molécules d’ADN sont séparées dans le gel en fonction de la taille de l’ADN. Plus 
l’ADN sera de taille réduite, plus facilement il pourra se glisser dans les mailles du gel : plus 
vite il migrera. Après la migration, l’ADN est mis en présence d’une substance fluorescente 
qui s’intercale entre les plateaux de bases. Sous rayonnement ultraviolet (UV), des bandes 
d’ADN apparaissent. Les bandes d’intérêt sont découpées et l’ADN en est extrait et purifié 
par filtration sur colonne. 
2.7. Réaction de polymérisation en chaîne nichée : Nested-PCR 
 Des séries d’amorces successives peuvent être utilisées pour améliorer la spécificité et 
le rendement de la PCR. La PCR nichée est réalisée en deux étapes : la première étape est 
effectuée avec une série d’amorces.  Pour éliminer toute source de contamination biologique, 
notamment la matrice d’ADNc et la première série d’amorces, les produits de PCR sont 
séparés sur gel d’agarose et purifiés de leurs bandes, comme décrit précédemment. Une 
deuxième série d’amorces est ensuite utilisée. Le deuxième couple flanque une région interne 
du premier produit ADN amplifié. Ainsi, le plus grand fragment produit lors des premiers 
cycles de la PCR est utilisé comme matrice pour la seconde PCR. Les produits de la deuxième 
PCR sont analysés sur gel d’agarose. Les bandes d’intérêt sont excisées et l’ADN en est isolé. 
2.8. Génotypage d’un Single Nucleotide Polymorphism connu  
 Les échantillons d’ADN génomique sont envoyés à température ambiante au service 
de génotypage de Genoscreen (Lille, France). 
 La détection du SNP d’intérêt repose sur le système KASPar (Kompetitive Allele 
Specific PCR genotyping system). Le génotypage est effectué en utilisant trois amorces ; deux 
amorces – caractérisant chacune un des deux allèles spécifiques – et une troisième amorce 
pour l’allèle commun. L’amplification spécifique de chaque allèle est alors couplée à une 
émission de fluorescence particulière. L’acquisition des données du génotypage se fait par la 
détection de cette fluorescence au niveau du SNP ciblé. 
2.9. Séquençage des produits de PCR 
 Les produits de PCR purifiés à partir des bandes de gel d’agarose (comme décrit 
précédemment) sont séquencés par Eurofins Genomics en Allemagne.  
 La portion à séquencer est amplifiée par l’ADN polymérase HotStar-Taq Plus, en 
utilisant les amorces utilisées pour la deuxième étape de la PCR nichée. Le séquençage est 























désoxyribonucléotides naturels (dNTP), des didésoxyribonucléotides couplés à des 
fluorochromes (ddNTP). Ces ddNTPs sont incorporés d’une manière aléatoire au cours de 
l’amplification, mais dès qu’elle est faite au niveau du nouveau brin, la synthèse s’arrête 
puisqu’aucune liaison phosphodiester (3’ – 5’) ne peut se créer après une base ddNTP. Les 
deux brins d’ADN sont séquencés par un analyseur automatisé basé sur un système 
d’électrophorèse en capillaire, permettant de distinguer deux intermédiaires consécutifs ayant 
une différence de taille d’un seul nucléotide. Chaque base ddNTP étant marquée avec un 
fluorochrome différent caractérisé par un signal donné. Le séquençage est effectué base par 
base et les séquences obtenues sont alignées avec les séquences de référence de la banque 
Genbank sur NCBI. 
2.10. PCR en temps réel  
 La PCR en temps réel ou PCR quantitative consiste à mesurer la quantité d’ADN 
polymérisé à chaque cycle grâce à un marqueur fluorescent et par conséquent, de mesurer 
quantitativement l’expression des gènes. La PCR quantitative utilise l’ADNc, synthétisé au 
cours de la réverse transcription, comme matrice. Les fragments amplifiés, en phase 
exponentielle, sont mis en évidence au fur et à mesure des cycles de la réaction. Les sondes 
utilisées sont des sondes TaqMan. Une sonde TaqMan est composée d’une séquence 
spécifique à la séquence cible et fixée à deux fluorochromes, un quencher et un reporter. Le 
reporter ne peut émettre un signal que lorsqu’il est libéré au cours de la synthèse du brin 
d’ADN. Le quencher est inactivée par l’action de la Taq polymérase. L’émission d’un signal 
par le reporter permet de suivre à temps réel l’amplification. 
 La PCR est réalisée en triplicata er les données sont ensuite analysées et normalisées 
par rapport à un contrôle interne. L’analyse statistique se base sur la méthode du delta Ct 
(Cycle seuil ou Threshold Cycle). Un contrôle de la qualité et de l’intégrité des ADNc est 
utilisé pour la PCR classique, la PCR nichée et la PCR en temps réel. Ce contrôle positif cible 
le gène de référence codant pour la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). 
3. Méthodes biochimiques et analytiques 
3.1. Cytométrie en flux 
 La cytométrie en flux permet de mesurer la fluorescence ou la lumière diffractée d'un 
grand nombre de cellules ou de particules. Les cellules, préalablement marquées à un ou 























d’excitation. En effet, les cellules, alignées les unes derrière les autres, défilent à grande 
vitesse devant un LASER. La collecte des signaux optiques émis par les cellules 
préalablement marquées est faite par des photomultiplicateurs, numérisés et traités in silico. 
En se basant sur la diffusion lumineuse des cellules, l’appareil caractérise dans l’axe du 
LASER la taille (forward scatter FSC), à 90° du LASER la granulométrie (side scatter SSC) 
et la fluorescence des cellules (mean fluorescence intensity MFI). Les paramètres 
morphologiques des cellules sont donnés dans un cytogramme. La fluorescence émise par les 
cellules marquées est comparée à celle des mêmes cellules non marquées ou incubées, 
seulement, avec l'anticorps secondaire (en cas d'un marquage double). 
 Dans nos travaux, les objectifs de cette méthode varient : 
* Etudier la synthèse d’une protéine donnée et la régulation de sa sécrétion : Les cellules, 
cultivées selon différentes conditions, sont lavées, fixées en utilisant un tampon renfermant du 
paraformaldéhyde. Elles sont, ensuite, perméabilisées sous l’action de la saponine avant d’être 
incubées avec un anticorps primaire dirigé contre la protéine cible et un anticorps secondaire 
porteur d’un fluochrome et dirigé contre l’anticorps primaire. Idéalement, pour limiter le bruit 
de fond, un anticorps primaire couplé à un fluochrome peut être utilisé directement s’il est 
disponible sur le marché. 
* Etudier l’apoptose/viabilité des cellules : L’apoptose provoque l’altération de l’asymétrie de 
la membrane plasmique. Les phosphatidylsérines, normalement localisées du côté cytosolique 
de la membrane sont transférées sur le feuillet externe. Comme elles ont une forte affinité à 
l’annexine V, elles peuvent être détectées en mesurant la fixation de ce marqueur d’apoptose 
par cytométrie en flux. Les résultats du modèle de la co-culture sont évalués par cette 
méthode. 
* Caractériser une population donnée : Certains biomarqueurs de surface permettent 
d’identifier, de caractériser et même de deviner la fonction biologique d’une population 
cellulaire ou acellulaire donnée. Il est possible de détecter la présence de ces biomarqueurs, 
par cytométrie en flux, en les ciblant par des anticorps couplés à un fluochrome (un 
fluochrome différent par biomarqueur). 
3.2. Test MTT 























Ce test de viabilité est basé sur la réduction du bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium en un précipité insoluble. 
 Nous utilisons dans ce travail une méthode révisée du test MTT et adaptée aux cellules 
non adhérentes et à une réaction MTT en présence du milieu de culture (Tada et al, 1986).
 Dans cette version du test MTT, le milieu de culture n'est pas éliminé et la densité 
optique est détectée à 590 nm. Ce test nous permet de mesurer le taux de prolifération des 
cellules, et par conséquent de quantifier l'effet d'une modification induite par une condition 
donnée.   
3.3. Immunocytochimie 
 Cette technique permet la détection d’une protéine cible dans une cellule par réaction 
antigénique en utilisant un anticorps spécifique. Les cellules sont fixées (paraformaldéhyde 
PFA ou acide acétique 10% méthanol 90%), puis le milieu est saturé avec de l’albumine pour 
empêcher les fixations non-spécifiques. Les cellules sont incubées avec l’anticorps puis 
rincées. Des anticorps secondaires couplés à la biotine, à un fluorochrome (fluorescéine FITC, 
phyco-érythrine PE) ou à la peroxydase (peroxydase du radis noir HRP) et dirigés contre les 
immunoglobulines de l’espèce ayant servi à préparer l’anticorps primaire sont ensuite utilisés. 
Si l'anticorps secondaire est couplé à la biotine, les cellules sont incubées avec de la 
streptavidine couplée à un fluorochrome ou en présence d’eau oxygénée avec un substrat 
chromogénique de la peroxydase (diaminobenzidine DAB).  
 Pour une analyse en microscopie, les cellules adhérentes sont cultivées dans des 
chambres de culture sur lame de verre (Lab-Tek). Les cellules en suspension sont déposées 
par cytospin sur des lames de verres. Une coloration des noyaux (iodure de propidium IP, 
colorant DAPI) peut être effectuée. Les cellules sont observées, après fixation d’une lamelle, 
au microscope droit (coloration à la peroxydase) ou à fluorescence.  
3.4. Immunohistochime 
 Le principe et le protocole sont les mêmes que ceux de l’immunocytochimie. Une 
seule différence réside dans la nécessité d'incuber les lames dans du toluène la nuit pour 
éliminer la paraffine dans laquelle les tissus sont incorporés.  
3.5. Dosage immunologique en ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 
  Il s'agit d'un test immunologique utilisé pour détecter et quantifier une protéine dans 























liquide biologique par l’utilisation de 2 anticorps spécifiques de l’antigène ; le deuxième étant 
couplé à la peroxydase. La réaction enzymatique est déclenchée par l'ajout d'un substrat 
chromogénique soluble de la peroxydase (orthophénylène diamine OPD ou tetraméthyl 
benzidine TMB). Enfin l'enzyme est bloquée par l’acide sulfurique. L’analyse est faite par 
spectrophotométrie. La densité optique mesurée est directement proportionnelle à la 
concentration. La réalisation d’une gamme étalon de la protéine d’intérêt permet de quantifier 
cette protéine dans les différents échantillons. 
3.6. Cytokine array 
 La technologie cytokine array ou technologie des puces à anticorps sur membrane est 
basée sur un principe identique à celui du dosage immunologique en sandwich. Une batterie 
d'anticorps de capture est immobilisée à des points spécifiques et connus de la membrane. 
L'incubation de la membrane avec les échantillons biologiques permet la capture des protéines 
par leurs anticorps correspondants. La liaison des protéines est, ensuite, mise en évidence par 
des anticorps biotinylés. Les signaux sont analysés par chimioluminescence. Cette méthode 
est, par conséquent, qualitative et quantitative à la fois. Le profil de cytokine est établi pour 
chaque échantillon, mais aussi les variations dans les niveaux d'expression des cytokines sont, 
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La thrombose constitue une complication fréquente du cancer. Elle représente la 
deuxième cause de décès chez les patients atteints d'une pathologie cancéreuse.  
Le traitement de la maladie thrombo-embolique veineuse, dans un contexte tumoral, est 
compliqué, puisque le risque hémorragique induit par les anticoagulants est souvent augmenté 
par les traitements anticancéreux. De plus, les patients atteints d'un cancer ne partagent pas tous 
le même risque de développer une thrombose. L’identification de marqueurs biologiques s’avère 
cruciale pour prédire la survenue de thrombose chez les patients atteints d’un cancer et de 
proposer un traitement ciblé et personnalisé à chaque patient. 
La protéine C (PC) et son récepteur endothélial (EPCR) jouent un rôle de première 
importance dans l'homéostasie du sang et dans le maintien de l'équilibre entre coagulation et 
thrombose. En effet, l’EPCR, en fixant la PC, favorise son activation par le complexe thrombine-
thrombomoduline. La protéine C ainsi activée (PCA), en présence de son cofacteur la protéine S, 















Cependant, il existe à l'état physiologique une forme soluble circulante de l'EPCR 
(EPCRs) résultante de la protéolyse constitutive de la forme membranaire. L'EPCRs est capable 
de fixer, avec la même affinité, la PC et la PCA. En séquestrant son ligand, l'EPCRs obstrue la 
fonction anticoagulante de la PCA et favorise un état d'hypercoagulabilité. 
  La forme circulante de l'EPCR est contrôlée par un polymorphisme génétique : le gène de 
l'EPCR porte 13 polymorphismes nucléotidiques (SNP : single nucleotide polymorphism) 
caractérisant trois haplotypes. L’haplotype A3 est caractérisé par le SNP 6936A/G. Au niveau de 
la protéine, cet SNP se traduit par l'apparition, en position 219, d'un résidu glycine à la place de 
la sérine. Ce changement augmente considérablement l’affinité des métalloprotéases pour 
l’EPCR membranaire et favorise sa libération dans le plasma. Les porteurs des génotypes 
6936AG ou 6936GG pourraient, donc, présenter un risque accru de thrombose. 
L'objectif de cette étude était d'établir une corrélation entre le SNP 6936A/G de l'EPCR et 
l'incidence de thrombose chez une population de patients atteints d'hémato-pathologies.   
Dans le cadre de notre étude rétrospective, deux cent soixante-huit prélèvements de sang 
ont été collectés : 
 Deux cent cinq prélèvements provenaient de la tumorothèque de l’hôpital de Saint-Antoine 
(Paris). Il s’agit de patients atteints d'un cancer hématologique (LLC Leucémies lymphoïdes 
chroniques, LAM : leucémie aiguë myéloblastique, LAL : leucémie aiguë lymphoblastique, 
autres hémato-pathologies). 
 Soixante-trois prélèvements de donneurs sains ont été collectés à la banque du sang de 
l’hôpital Hôtel-Dieu (Paris).  
L'ADN génomique a été extrait des cellules mononucléées de chaque prélèvement. 
Ensuite, tous les échantillons d'ADN génomique ont été analysés (Genoscreen, Lille, France) 
afin d'identifier le géntotype d'EPCR porté par chaque sujet.  
Les résultats montrent que la fréquence des génotypes 6936AA, 6936AG et 6936GG est 
similaire dans les deux populations saine et malade. En raison de la faible fréquence du génotype 
6936GG, nous avons décidé d'éliminer les patients porteurs de ce génotype de l'étude statistique. 
L'étude des dossiers cliniques des patients révèle que l'incidence de thrombose était 
élevée chez les patients porteurs du génotype 6936AG (38,1%). L'étude statistique, basée sur un 
modèle de régression logistique univariable, met en évidence une différence significative dans la 














6936AA (P=0,018). En effet, la moitié (50%) des patients atteints de LAM et porteurs du 
génotype 6936AG avaient développé au moins un épisode thrombotique, contre 22% chez les 
patients atteints de la même pathologie mais porteurs du génotype 6936AA. 
Le SNP A6936A/G de l'EPCR pourrait, donc, constituer un biomarqueur clé dans la 
prévention de thrombose chez les patients atteints d'un cancer, et d'une manière particulière ceux 
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 La thrombocytose ou hyperpalaquettose est une anomalie fréquente qui se définit par une 
augmentation du nombre de plaquettes dans le sang. Les plaquettes sont des cellules anucléées 
qui jouent un rôle très important dans la fonction hémostatique et peuvent participer aux 
processus thrombotiques, mais aussi à d'autres processus pathologiques, notamment, la 
progression tumorale et la dissémination métastatique. 
 La thrombopoïétine (TPO) est une cytokine qui régule l’ensemble de la mégacaryopoïèse. 
Elle est impliquée dans la prolifération des cellules souches des mégacaryocytes, ainsi que leur 
différentiation et leur maturation. Elle constitue la principale hormone régulatrice de la 
production plaquettaire. Elle est, majoritairement, synthétisée par le foie et son taux est régulé 
essentiellement, par les plaquettes et/ou par son récepteur, c-MPL. La TPO peut être, également, 
synthétisée par des lignées cellulaires, issues de carcinome humain. Dans le cancer ovarien, le 
taux de TPO pourrait constituer un biomarqueur de la pathologie cancéreuse. Aussi, la sécrétion 
de la TPO par les cellules issues d'un carcinome ovarien a été mise en évidence dans un rapport 
de cas (une patiente). 
 Dans une autre étude, nous avons démontré, par cytokine array, la présence de la TPO 
dans le milieu de culture d'une lignée cellulaire, issue d'adénocarcinome ovarien humain 
NIH:OVCAR-3 (abrégée en OVACAR-3). Cette sécrétion était significativement plus élevée, 
quand les cellules étaient stimulées par la protéine C activée. 
 Le but de cette étude était de mettre en évidence, par d'autres méthodes, la synthèse de la 














les plans suivants : expression génétique, sécrétion et maintien de la fonction biologique de la 
cytokine. 
 L'expression du gène de la TPO a été révélée, par PCR, dans les agrégats cellulaires issus 
d'ascites de patientes atteintes de carcinome d'origine ovarienne. Elle a été également étudiée, 
par PCR, PCR nichée et PCR quantitative, dans différentes lignées cellulaires. Seulement 
OVCAR-3, SKOV-3 (une deuxième lignée d'adénocarcinome humain d'origine ovarienne) et 
K562 ( une lignée cellulaire de leucémie myéloïde chronique) exprimaient significativement le 
gène de la TPO. L'expression de la cytokine était absente dans d'autres lignées, notamment la 
lignée issue du cancer du sein humain, MDA-MB231. L'étude des variants d'épissage alternatif 
de l'ARN messager (ARNm), dans les lignées TPO+, a révélé la présence de trois variants, 
caractérisant trois isoformes de TPO (TPO-1,-2 et -3). Ces résultats ont été confirmés par 
séquençage des produits de PCR. Les ARN messagers issus des tissus humains normaux d'ovaire 
et de foie ont été utilisés comme contrôles et ont présenté le même profil d'expression de 
transcrits.  
 La PCR quantitative a montré que i) la lignée MDA-MB231 n'exprimait pas le gène de la 
TPO, ii) la lignée K562 présentait un taux d'ARNm, significativement, plus élevé que celui des 
cellules OVCAR-3, iii) la stimulation préalable des cellules OVCAR-3, par la protéine C et la 
protéine C activée (PCA), n'avait aucun effet sur le niveau transcriptionnel du gène de la TPO. 
La cytométrie en flux a permis de mettre en évidence la sécrétion de la TPO par les 
cellules OVCAR-3. Cette expérience a, également, montré que la production de la TPO peut être 
induite par la PCA. En utilisant un inhibiteur de transport de protéines, nous avons aussi 
démontré que la TPO, après sa synthèse, est libérée dans le milieu extracellulaire des OVCAR-3. 
 Enfin, nous avons analysé le maintien de la fonction biologique de la TPO d'origine 
ovarienne. Nous avons mis au point un modèle in vitro basé sur une lignée cellulaire murine 
Ba/F3 TPO ou interleukine-3 (IL-3)-dépendante. Les cellules Ba/F3 ont été co-cultivées dans 
une chambre séparée – avec les cellules OVCAR-3 ou les cellules MDA-MB231, ou seules en 
présence de i) TPO recombinante, ii) IL-3, iii) PC, iv) PCA. L'analyse de la viabilité des Ba/F3 a 
été établie par deux méthodes : la méthode de cytométrie en flux, en utilisant l'annexine V 
comme marqueur de l'apoptose, le test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium) qui est une méthode de détection colorimétrique de l'activité 














 Les résultats de ces deux méthodes ont révélé que la TPO, sécrétée par les lignées K562 
et OVCAR-3 – en particulier lorsque la lignée cellulaire cancéreuse ovarienne était stimulée par 
la PCA –  étaient capables de protéger les Ba/F3 et de favoriser leur prolifération 
 Cette étude met en évidence la sécrétion de la thrombopoïétine par la lignée 
d'adénocarcinome ovarien humain NIH:OVCAR-3. Nous sommes les premiers à démontrer 
qu'une TPO non hépatique peut être biologiquement active. Ainsi, la TPO d'origine ovarienne 
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Hemostatic abnormalities are frequently noticed in patients with malignant diseases. These 
complications include platelets disorders. The role of platelets in cancer extends beyond 
thrombocytosis and thrombosis, since platelets promote cancer growth and metastatic 
dissemination. In the physiological state, platelet production is regulated by thrombopoietin, 
which is mainly secreted by the liver. We, previously, reported that thrombopoietin could be 
secreted by the ovarian adenocarcinoma cell line, OVCAR-3. Here, our main purpose is to 
analyze the gene expression of thrombopoietin in cancer cells and to assess its functionality. 
In the present study, we investigate the thrombopoietin gene expression, using reverse 
transcription PCR, real-time PCR and gene sequencing, in ascitic cells from patients with ovarian 
carcinomatosis, as well as, in three cancer cell lines, including OVCAR-3 cells. Normal human 
ovary and liver tissues are used as controls. Then, we show by flow cytometry that 
thrombopoietin production by OVCAR-3 could be increased when cells are stimulated by 
activated protein C. Lastly, we assess the functionality of thrombopoietin on the basis of the 
viability of a thrombopoietin-dependent cell line (Ba/F3) using a co-culture method. Our results 
confirm that activated protein C may act, in a paracrine fashion, to boost thrombopoietin 
production. In this study, we report, for the first time, that the thrombopoietin secreted by 
ovarian cancer cells is functional. Hence, thrombopoietin produced in tumor backdrop may 
have a direct effect on thrombocytosis/thrombosis occurrence in patients with ovarian cancer. 
 
 
    



















 Thrombosis is a major complication in malignant diseases.(1,2) More than 50 years ago, 
Levin and Conley reported that thrombocytosis was associated with breast, lung, digestive and 
ovarian cancers.(3) Hemostatic disorders in cancer result from the capacity of tumor cells to 
secrete procoagulant factors and to interact with blood component such as platelets.(4,5) While 
platelets are essential for normal hemostasis, their unbridled activation may result in thrombus 
formation, which could lead to thrombocytosis complications. Moreover, patients with 
elevated platelet count have a higher risk to develop venous thromboembolism. (6) 
 Besides their role in coagulation, platelets are also involved in cancer growth and 
dissemination at different levels.(7) Thus, activated platelets are considered as an important 
source of  lysophosphatidic acid (LPA), which has been shown to be involved in promotion of 
bone metastasis in a model of mouse bearing breast or ovarian cancer cells.(8) 
 Thrombopoietin (TPO) is a key regulator of megakaryopoiesis and megakaryocyte 
progenitor proliferation by promoting stem cell differentiation into megakaryocytes and their 
expansion, hence, boosting platelet production.(9,10)  
TPO is mainly produced by the liver and it is also secreted by kidney, bone marrow and 
spleen.(11) The human TPO gene is localized on chromosome 3q27 and comprises six exons and 
five introns.(12-14) To date, 8 different variants of TPO mRNA have been identified, including the 
full length mRNA (TPO-1) and its 7 alternative splicing variants. Proliferative activity was 
highlighted only in TPO-1 isoform.(15) 
 Moreover, TPO seems to be more than a megakaryopoiesis regulator. Indeed, TPO has 
been admitted as a crucial regulator of proliferation and secretory activity in porcine ovarian 
follicular cells.(16) In pathologic conditions, several cancer cell lines from lung, stomach, liver and 
thyroid human carcinomas express the TPO gene.(17) In a case report, Furuhashi et al reported 
that TPO could be produced by ovarian carcinoma.(18) Tsukishiro and his colleagues observed, in 
a comparative study, that plasma TPO concentration may be a biomarker that distinguishes 














 Previously, we detected TPO release in an adenocarcinoma cell line culture medium 
(NIH:OVCAR-3 cell line - abbreviated OVCAR-3 in this study). We also observed that activated 
Protein C (aPC), a natural anticoagulant, increased OVCAR-3 TPO secretion.(20)   
 The main goal of this study was to analyze, TPO gene expression in ovarian cancer and 
to assess whether the ovarian TPO produced by cancer cells is functional. 
 
Material and Methods 
Cell culture 
Cell lines: The human cancer cell lines used were: Ovarian (OVCAR-3 and SKOV-3), breast (MDA-
MB231 and MCF7), gastric (AGS, KATO-III), intestinal (LS174T), lung (A549), leukemia (K562), 
and cervical (HELA). We also used human microvascular endothelial (HMEC-1) and interleukin-3 
(IL-3)-dependent murine (Ba/F3) cell lines. Cell lines were obtained from American Type Culture 
Collection (ATCC, Manassas, VA). The Ba/F3 cell line that expresses the human thrombopoietin 
receptor (MPL) was kindly provided by Caroline Marty and Isabelle Plo.(21) Cells were cultured in 
RPMI 1640 medium containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 50ug/ml of 
streptomycin, 50 IU/ml of penicillin and 2nM of L-glutamine (Gibco, Saint Aubin, France). Cells 
were incubated at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.  
Conditioned media: Cells were seeded in plates or flasks, grown to 80% confluency and then 
incubated in serum-free culture medium. Three culture conditions were assayed : 1) in 
presence of added Protein C (PC) (PROTEXEL, Courtaboeuf, France) at a concentration of 10 
µg/ml, 2) in presence of activated Protein C (aPC) (Xigris, Suresnes, France) also at a 
concentration of 10 µg/ml, 3) with no addition which served as control. Cell flasks were 
incubated 5 hours prior to flow cytometry analysis and cells in plates were incubated 24 hours 














(5 ng/ml) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) 2) human recombinant 
thrombopoietin (TPO) (50 ng/ml) (LifeSpan Biosciences, USA) 3) PC (10 µg/ml) 4) aPC (10 
µg/ml). 
Co-culture: OVCAR-3, MDA-MB231 and K562 were cultured in 6-well plates as described above. 
Ba/F3 cells were separately co-cultured with the three different cell lines, each separated by a 
0.4µm micropore membrane (Fisher Scientific, Illkirch, France).  
Patients’ ascites cell culture : Ascitic fluids from patients were provided by the digestive surgery 
department of Lariboisiere Hospital (Paris, France). All patients gave their written informed 
consent. Clinical and biological annotations were recorded in an Access database approved by 
the “Commission Nationale de l’informatique et des Libertes- France”. A total of 6 cancer 
patients were included in the study. Medical records reported that 4 patients had cancer from 
ovarian origin. Only one patient had a signet ring cell gastric carcinoma. All patients were 
admitted for surgery during a period from October 2014 to February 2015. Each ascitic sample 
was centrifuged and the cell pellet obtained was cultured in flasks coated with 0.2% gelatin 
(Sigma, France) in presence of D-MEM (Gibco, Saint Aubin, France) medium supplemented with 
20% of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 50ug/ml of streptomycin, 50 IU/ml of 
penicillin and 2nM of L-glutamine  
Gene expression  
Primers' selection, PCR and nested-PCR: TPO primers, for PCR and nested-PCR, were selected 
from Sasaki et al study.(17) Our choice was based on TPO gene structure and its possible splice 
variants as shown in Figure-1A and Figure-1B. Specific primers for TPO were synthetized by 
Eurofins Genomis (Ebersberg, Germany). Primers used for PCR and nested-PCR are shown in 














which amplifies, in a common product, all TPO splice variants. We performed also PCR for 
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) to ensure integrity and quantitative 
comparison of cDNAs. GAPDH cDNA was amplified using specific primers (G1/G2) from Eurofins 
Genomics (Figure-1C). TPO gene expression was investigated by the detection of TPO mRNA in 
cells from patients’ ascites culture or in cell lines. The cell RNA extracts were prepared using the 
RNeasy kit (Qiagen, Courtabœuf, France). Ovarian total RNA and liver cDNA from non-tumor 
human adult tissues were provided by BioChain (Newark, USA). Following reverse transcription 
(Mu-MLV reverse transcriptase and oligo(dT) primers), the polymerase chain reaction (PCR) was 
performed with MasterMix (5 Prime, Düsseldorf, Germany). The PCR products (F1/R1), along 
with a 100 bp DNA ladder, were analyzed by electrophoresis on agarose gels containing GelRed 
nucleic acid gel stain. After electrophoretic separation of the products, we selectively excised 
only intense bands for nested-PCR. DNA was eluted and purified using a DNA gel extraction kit 
(Norgen Biotek Corp, Ontario, Canada). Nested-PCR was performed using F2/R2 or F3/R3 
primers and the products were analyzed by agarose gel electrophorisis. The DNA bands of 
interest were again selected, excised and DNA was purified. Purity and concentration of RNA or 
DNA samples were determined by optical density measurement and the ratio of 260:280 nm 
using the NanoDrop™ 2000c spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, France). 
Sequencing of nested-PCR products: Nested-PCR extracted DNA products were sequenced by 
Eurofins Genomic (Ebersberg, Germany), using the cycle sequencing technology (dideoxy chain 
termination / cycle sequencing) on ABI 3730XL sequencing machine. Sequences were analyzed 
by the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) in the NCBI database.  
Real-time PCR:  TPO gene expression was also analyzed by real-time PCR and TaqMan® primers 














real-time PCR was performed using TaqMan® gene expression assay and LightCycler® 96 Real-
Time PCR System (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Analysis of gene expression 
was performed using the comparative CT method.
(22) 
Flow cytometry 
Protein quantification: OVCAR-3 and MDA-MB231 were cultured in flasks and incubated in a 
serum-free medium with or without PC/aPC stimulation as described above. The culture 
medium was added / or not, with 1µl/ml of protein transport inhibitor (containing Brefeldin A) 
provided by BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). Then, cells were detached with accutase, 
washed with phosphate-buffered saline (PBS), and suspended in 100% heat-inactivated FBS. 
Cell fixation and permeabilization procedures followed were as indicated by the manufacturer 
(Beckman Coulter, France) using the Perfix-nc assay kit. Cells were mixed at first with an anti-
hTPO primary antibody (1:200) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), then washed 
with PBS and incubated with a fluorescein isothiocyanate (FITC) coupled secondry antibody 
(1:100). Cells were then washed twice and the pellet was resuspended in 500 µl of buffer 
provided in the kit. Flow cytometry was done using a standard Canto II eight-color flow 
cytometer (Becton Dickinson Biosciences, France) at 530 nm and data analysis was performed 
using Flowjo software (Flowjo LLC, USA). 
Cell viability: Ba/F3 cells were co-cultred separately with MDA-MB231 or OVCAR-3 or K562 
cells, alone, or in the presence of PC or aPC, as indicated above. Ba/F3 cells were cultured with 
IL-3, TPO, PC or aPC and served as control. After 72h, Ba/F3 cells were collected from each well 
and washed with PBS and then fixed with 4% (final concentration) formaldehyde. Then, Ba/F3 
cells were  suspended in cold binding buffer (10 mM HEPES pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM 














Biotech, Birmingham, USA) and shielded from light. Data acquisition and analysis were 
performed by flow cytometry as described above.  
MTT Viability test 
 Ba/F3 cells were co-cultured with OVCAR-3 or MDA-MB231or K562 cells alone, or in the 
presence of PC or aPC.  Ba/F3 cells were cultured with TPO and served as control. After 72h, 
Ba/F3 cell viability was investigated using Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide colorimetric assay 
(MTT) according to Tada et al. protocol.(23) 
Statistical Analysis 
 All values reported are the average ± SEM. Statistical significance was determined using 




TPO expression by ovarian carcinomatosis in primary culture and cell lines 
 TPO gene expression was analyzed in cultured cells harvested from peritoneal fluids of 
six patients suffering from carcinomatosis. Clinical characteristics of patients are summarized in 
Figure-2A. Photographs taken from each patient cultured cell are presented in Figure-2B. RT-
PCR analysis showed that, unlike the signet ring cells, all the cells from ovarian origin expressed 
the TPO gene (Figure-2C). To extend this analysis, we inspected TPO gene expression in various 
human cancer cell lines. Results showed different TPO expression with regards to the cell lines 
considered: ovarian (OVCAR-3 and SKOV-3) and leukemia (K562) cancer cell lines expressed 














cancer cell lines expressed TPO at a very low level; TPO gene expression could not be detected 
in human breast adenocarcinoma (MDA-MB231 and MCF7) and in human microvascular 
endothelial (HMEC-1) cell lines (Figure-3A). TPO gene expression was found to be lower in 
normal ovary tissue than in the liver. 
Positive TPO cell lines express different transcript patterns 
 We next compared the different TPO splice variants in the cancer cell lines that were 
positive for elevated TPO expression (OVCAR-3, SKOV-3 and K562) and control tissueS. Results 
showed that all cancer cells lines express the three TPO-1 (full length TPO), TPO-2 (12bp 
deletion) and TPO-3 (116pb deletion) variants, similarly to the liver and ovary control tissues 
(Figure-3B). Since the splice variants differ by a limited number of nucleotide, the presence of 
these variants was confirmed by sequencing. Of note, sequencing data showed that the TOP-3 
variant harbored the C/T 5183 SNP (Figure-4) which is known to be a common mutation for all 
clones(14) that does not affect the final sequence of the protein. 
Regulation of TPO production by activated protein C 
 Since we previously showed that aPC-stimulated OVCAR-3 produced TPO by cytokine 
array(20), we further investigated the regulation of TPO expression by aPC. TPO expression when 
thus assessed by quantitative PCR in OVCAR-3 before and after stimulation by protein C (PC) or 
activated protein C (aPC). The results obtained showed that neither PC nor aPC had any effect 
on TPO mRNA level (Figure-5). To further explore TPO production, we next analyzed TPO 
protein content in these various condition by flow cytometry. We considered MDA-MB231 cell 
line as a negative control (Figure-6A). We observed that TPO content of OVCAR-3 cells were 
similar before and after PC stimulation. However, TPO secretion increased markedly when the 














the TPO protein content between OVCAR-3 cell cultures with or without a protein transport 
inhibitor (Figure-6C), confirming the secreted nature of TPO in the OVCAR-3 cell line. 
OVCAR-3 secretes functional TPO 
 To assess whether TPO from OVCAR-3 cells is functional, the TPO-dependent Ba/F3 cell 
line was co-cultured with OVCAR-3, in the presence or not of PC or aPC. As control, Ba/F3 was 
co-cultured with MDA-MB231 cells that do not produce TPO, K562 that produce high level of 
TPO, or cultured alone with PC, aPC, xenogeneic TPO or interleukin-3 (IL-3). Ba/F3 cells viability 
was assessed in those various conditions by MTT assay and Annexin V labeling. Viability of 
Ba/F3 cells in each condition was compared to that of Ba/F3 cells incubated with xenogeneic 
TPO. The results showed that Ba/F3 cells survived similarly when co-cultured with OVCAR-3 
cells with or without PC stimulation; viability increased when OVCAR-3 were stimulated by aPC. 
Of note, Ba/F3 also survived when incubated with IL-3 (Figure-7A and B).  Using MTT assay, we 
evaluated the amount of TPO produced by stimulated or not OVCAR-3 by comparing the 
survival of Ba/F3 cells incubated with xenogeneic TPO and co-cultured with aPC-stimulated 
OVCAR-3 (Figure-7C).  Relative TPO Secreted (ng) is indicated in Figure-7D .The results suggest 
an increased TPO production when OVCAR-3 cells where were stimulated by aPC. 
 
Discussion 
 The results presented here confirm that normal ovarian tissue as well as ovarian cancer 
cells express TPO and show for the first time that TPO produced by cancer cells is functional. 















 Thrombocytosis associated to malignant disease was, traditionally, attributable to 
interleukin-6 (IL-6) or to garnulocyte-macrophage colony-stimulating factor.(24-26) Stone et al 
suggested that IL-6may act alone in a paracrine manner to increase hepatic thrombopoietin 
production, thereby increasing platelet count.(26) 
 Furthermore, Sakar et al demonstrated the expression of TPO and its receptor c-MPL in 
bovine ovarian follicles. They also showed that TPO and c-MPL expression and production in 
the corpus luteum, during oestrous cycle, vary depending on the luteal stage. Therefore, locally 
produced TPO and c-MPL may play a crucial role in regulation of the ovarian.
(27)  
In addition, TPO serum levels are more elevated in women with ovarian cancer than 
those with benign ovarian cyst(28,19) Here we showed that normal ovarian tissue and the ovarian 
cancer cell lines, specially OVCAR-3 express TPO. These results are reminiscent from a 
preliminary observation done in ovarian carcinoma.(18) However we report for the first time 
that the pattern of expression of the TPO gene in ovarian cancer cells is similar to what 
observed in the liver, and most importantly that the TPO produced is functional. These results 
have two major clinical implications. First, TPO could be used as a biomarker for the detection 
and progression of ovarian pathology. Indeed, data suggest a hypothesis whereby TPO-
secreting ovarian cancer cells contribute significantly in the elevated TPO plasma in patients 
with ovarian cancer. Further study should be performed to establish a quantitative relationship 
between TPO plasma levels and cancer progression. Second, the production of functional TPO 
by ovarian cancer cells directly links the risk of thromboembolism or thrombocytosis to ovarian 
cancer. In such a context, it is most likely that the TPO produced by the cancer cells directly act 














 This study also highlighted a new mechanism of regulation of TPO secretion. TPO 
regulation by aPC does not occur at the transcriptional but rather the post-transcriptional level. 
This mechanism has not been described yet and will need further investigation to better 
understand the players involved. These data could also support a model whereby both TPO and 
aPC interact together in vivo. 
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Figure-1: TPO primers' selection.  
(A,B) Schematic illustration of human TPO-gene and mRNA isoforms and selected TPO primers: 
(A) TPO-gene contains 6 exons (E 1-6) and 5 introns (I 1-5). (B) Alternative RNA splicing patterns 
previously identified for TPO. Horizontal arrows represent the amplified regions by RT-PCR. (C) 
Primers used for PCR and nested-PCR. First PCR products were used as DNA template for the 
nested-PCR. TPO-amplified isoforms and their sizes are shown. GADPH PCR was used as control. 





















Figure-2: TPO-gene expression in cultured cells from ascitic fluids of cancer patients.  
A: Subject data. B:  Photographs taken of ascitic fluid cells in culture. C: Analysis of TPO and 
























Figure-3: TPO gene expression by cell lines.  
(A) First PCR analysis of TPO-and GADPH gene expressed by various cell lines, ovarian (OVCAR-3 
and SKOV-3), breast (MDA-MB231 and MCF7), gastric (AGS, KATO-III), intestinal (LS174T), lung 
(A549), leukemia (K562), cervical (HELA) and human microvascular endothelial (HMEC-1) cell 
lines.  2% agarose gel. Normal adult ovary and liver tissues served as control. (B) 2% agarose gel 
pattern of nested-PCR product of TPO: TPO-1 (full length), TPO-2 (12 bp deletion), TPO-3 (116 



















Figure-4: Comparison of TPO-3 sequence from OVCAR-3, SKOV-3 and K562 cell lines and normal 
control ovary and liver tissues with TPO-3 cDNA from NCBI database.  
Sequences of PCR products extracted from agarose gel bands are shown in the upper line. R2 
primer was used for sequencing. Boxes show a C/T 5183 SNP. "…" and "*" symbols refer to two 
different alternative splicing sites (respectively 12 bp and 116 bp deletions). A 116 bp deletion 




















Figure-5: Quantification of TPO-gene expression using TaqMan® Probes.  In different cancer cell 
























Figure-6: Analysis of TPO-secretion by MDA-MB231 and OVCAR-3 cell lines.  
Flow cytometry distribution plots are shown. Graphs represent Geometric Fluorescence Mean. 
(A,B) : Graphs for MDA-MB231 (A) and OVCAR-3 (B) cells  incubated with the secondary 
antibody alone (orange), labelled with primary and secondary antibodies after incubation 
without PC or aPC (blue), with PC (purple) or with aPC (green). (C) TPO-released protein by 
OVCAR-3. OVCAR-3 were incubated (for 5 hours) without (blue) or with (green) protein 
transport inhibitor, or with only 2nd antibody as control (orange).  2nd  antibody GMFI / GMFI 



















Figure-7: Functionality of TPO: Viability study of TPO-dependent Ba/F3 cells.  
(A) The panel shows the distribution of two populations of Ba/F3 cells cultured in the presence 
of TPO: a non-labeled population (FITC-A-/viability) and a labeled population (FITC-
A+/apoptosis). (B) The graph shows Ba/F3 viability (FITC-A-). (C, D) Relative TPO Secreted 





















Figure-8: Ovarian TPO influenced platelet generation via bone marrow.  
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Le récepteur endothélial de la protéine C exprimé par les 
cellules du cancer de l’ovaire en tant que biomarqueur possible 
du début de la pathologie cancéreuse 
 
Endothelial protein C receptor expressed by ovarian cancer cells as a possible biomarker of 
cancer onset 
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Halema Al Farsi, Hamda Althawadi, Samaher Besbes, Jean Chidiac, Eric Pujade-Lauraine, 
Amu Therwath, Jeannette Soria And Massoud Mirshahi 
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 La protéine C est un important régulateur de la coagulation. Fixée à son récepteur 
membranaire (EPCR), elle est activée par le complexe thrombine- thrombomoduline. La protéine 
C se transforme en protéine C activée (PCA), qui en présence de son cofacteur la protéine S, 
dégrade les facteurs V et VIII activés. 
 Sous l’action d’enzymes protéolytiques, l’EPCR peut se détacher de la cellule 
endothéliale. Cette protéolyse entraine sa libération dans le plasma sous une forme soluble 
(EPCRs). L’EPCRs, en captant la PCA, constitue un véritable piège pour son ligand, l'empêchant 
d'exercer sa fonction anticoagulante. 
 L'objectif de ce travail était d'évaluer le potentiel d’EPCRs, en tant que biomarqueur de la 
pathologie cancéreuse, notamment dans le cas du cancer de l'ovaire. 
Dans ce travail, nous confirmons, in situ, la présence de l'EPCR sur des biopsies 
provenant de différents cancer (sein, ovaire, poumon et côlon). Cela indique que la préscence 
d'EPCR est commune à toute les pathologies cancéreuses, quellr que soit leur origine. Aussi, 
nous détectons la présence d'EPCR dans les agrégats cellulaires issus de prélévements d'ascites 
de patientes atteintes de carcinome ovarien. Le dosage d'EPCRs dans ces prélévements révèle un 














Sur un nombre réduit de cette population malade (patientes non traitées), nous mettons en 
évidence une corrélation positive, entre le taux d'EPCRs et un biomarqueur de la pathologie 
cancréuse ovarienne : CA125. 
Ensuite, nous nous sommes intéréssés à la lignée cellulaire issue d'adénocarcinome 
humain OVCAR-3. Dans cette partie, nous démontrons, à la fois, la présence d'EPCR et de PAR-
1.. En effet, il est admis que la PCA, fixée à son récépteur, est capable d'activer une cascade de 
signalisation dépendante de PAR-1 et de PI3K. Cette cascade de réactions améliore la survie des 
cellules cancéreuses et amplifie leur potentiel migratoire.  
Enfin, le séquençage d'EPCR met en évidence une conservation importante de la 
séquence entre les lignées cancéreuses et la lignée endothéliale. Les mêmes polymorphismes 
nucléotidiques (SNP) sont détéctées. Ces 13 SNP caractérisent les trois haplotypes d'EPCR. 
En se basant sur ces résultats, un haplotype est attribué à chaque lignée cellulaire : les 
lignées de tumeur mammaire MDA-MB231 et ovarienne OVCAR-3 portent l'haplotype A3 à 
l'état hétérozygote. La lignée de tumeur pulmonaire A549 porte l'haplotype A3 à l'état 
homozygote. Ces résultats corrélent, parfaitement, avec le taux d'EPCRs dans le milieu de 
culture de chaque lignée cellulaire. 
En conclusion, la PCA fixée à son récépteur, confère aux cellules cancéreuses des effets 
cytoprotecteurs et promeut leur déssimination métastatique. Aussi, la conservation des séquences 
codant pour l'EPCR constitue une preuve quant au rôle de ce dernier dans la physiopathologie 
cancéreuse. Enfin, un dosage combiné d'EPCRs et de CA125 peut nous fournir un outil puissant 














































































































































Le récepteur plasmatique endothélial de la protéine C 
influence la réponse immunitaire innée dans le cancer de 
l'ovaire en diminuant la population de cellules tueuses 
naturelles (NK) et les cellules auxiliaires TH17 
 
Plasma endothelial protein C receptor influences innate immune response in ovarian 
cancer by decreasing the population of Natural Killer and TH17 helper cells. 
Azzazene Dalel, Al Thawadi Hamda, Al Farsi Halema, Besbes Samaher, Geyl Caroline, 
Mirshahi Shahsoltan, Pardo Julia, Faussat Anne Marie, Jeannette Soria, Therwath Amu, Pujade-
Lauraine Eric, Mirshahi Massoud 
PLOS ONE , 2013 
 
L'implication des systèmes de régulation de la coagulation et la fibrinolyse dans les 
processus physiopathologiques est une évidence. En diminuant le dépôt péri-tumoral de fibrine, 
la protéine C et son récepteur jouent un rôle capital dans l'oncogenèse et la dissémination 
métastatique. Aussi, ce système est capable de moduler d'autres processus biologiques, et 
détourner leurs mécanismes en faveur de la croissance et la progression tumorales. Ainsi, la 
protéine C activée (PCA) peut moduler les réponses immunitaire et inflammatoire associées à un 
contexte néoplasique. 
En outre, l'EPCR membranaire peut être relâché dans le plasma, suite à l'action de 
métalloprotéases. Il en résulte une forme libre capable de fixer la PC et la PCA et de bloquer leur 
fonction anticoagulante. Dans un travail précédent, nous avons montré que certaines tumeurs 
solides exprimaient l'EPCR et que ce dernier, une fois solubilisé (EPCRs), peut constituer un 
biomarqueur clé de la pathologie cancéreuse, notamment, chez les patientes atteintes du cancer 
de l'ovaire. L'EPCRs, en séquestrant la PCA, pourrait aussi jouer un rôle dans la réponse 














L'objectif de cette étude est de mettre en évidence et caractériser le rôle de l'EPCRs dans 
la modulation de la réponse immunitaire innée, dans un contexte tumoral.  
Dans ce travail, nous avons étudié, par Cytokine array, l’effet de la PCA sur la sécrétion 
de cytokines par des cellules d'adénocarcinome ovarien humain (NIH:OVCAR-3, abrégée en 
OVACAR-3).  
Les résultats ont montré que, la stimulation des cellules OVCAR-3 par la PCA, induisait 
une augmentation de la sécrétion de 23 cytokines telles la TARC (Thymus and activation-
regulated cytokine), la TECK (Thymus expressed cytokine, CCL25) , l'IL-2 et la thrombopoïétine 
(TPO), protéines connues pour leurs effets pléiotropes et leur implication dans le développement 
des lymphocytes T. Ces cytokines constitueraient, également, des chémoattractants pour les 
lymphocytes B et T.  
Ensuite, nous avons effectué un dosage d'EPCRs dans des prélèvements de plasma 
provenant de patientes atteintes du cancer de l'ovaire. Toutes les patientes étaient positives à ce 
dosage et 61% d'entre elles présentaient un taux supérieur à la concentration plasmatique de 
référence.  
En nous basant sur ces résultats, nous avons divisé notre population de malades en deux 
groupes : i) taux d'EPCRs < 100 ng/ml; ii) taux d'EPCRs >100 ng/ml. Pour chaque groupe, nous 
avons étudié le profil de cellules immunitaires circulantes et des cytokines et interleukines 
sécrétées et établi des corrélations négatives ou positives entre les profils générés et le taux 
d'EPCRs dosé. 
Notre étude révèle que l'EPCRs influence, qualitativement et quantitativement, la réponse 
immunitaire chez les patientes atteintes du cancer de l'ovaire. Notamment, nos résultats montrent 
une régulation négative des cellules tueuses Natural killer (NK) et des cellules auxiliaires Th17. 
Le rôle des cellules Th17 dans le cancer n'est pas encore élucidé. En revanche, ces cellules sont 
connues pour leur capacité d'induire une réponse inflammatoire, dans les maladies infectieuses 
ou auto-immunes. 
En conclusion, l'EPCR sous sa forme soluble, en limitant la disponibilité de la PCA, 
semble jouer un rôle dans le comportement sécrétoire des cellules tumorales (cytokines et 














La compréhension des mécanismes d'action de ces acteurs de la réponse immunitaire et 
leur régulation par l'EPCRs, dans un contexte néoplasique, permettrait d'identifier des cibles 
thérapeutiques et de mettre en place des stratégies de traitement personnalisées, en fonction du 





























































































































La protéine C activée promeut la migration des cellules de 
cancer de l'ovaire et limite la coagulabilité dans le 
microenvironnement tumoral 
 
Activated protein C upregulates ovarian cancer cell migration and promotes unclottability 
of the cancer cell microenvironment 
Hamda Althawadi, Halema Alfarsi, Samaher Besbes, Shahsoltan Mirshahi, Elodie Ducros, 
Arash Rafii, Marc Pocard, Amu Therwath, Jeannette Soria and Massoud Mirshahi  
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 Le microenvironnement tumoral est caractérisé par un équilibre dynamique entre 
hypercoagulabilité et fibrinolyse. Les facteurs pro-coagulants favorisent la formation d’un 
maillage de fibrine enchâssant la tumeur. Les facteurs fibrinolytiques exprimés par les cellules 
cancéreuses permettent la déstabilisation de ce maillage, favorisant ainsi l'échappement et la 
migration cellulaires. Le système de la PCA et de son récepteur, en limitant le dépôt de la fibrine 
péri-tumoral, joue un rôle crucial dans la tumorigenèse et la dissémination métastatique.  
 L’objectif de ce travail était d’étudier le rôle de la protéine C activée dans la réduction de 
la coagulabilité dans des ascites de patients, ainsi que dans l'activation des cellules issues d'un 
adénocarcinome ovarien humain NIH:OVCAR-3 (abrégée en OVACAR-3). 
 Nos résultats révèlent la présence de des D-dimères, produits de dégradation de la fibrine, 
et celle de la fibrine soluble, dans les ascites de patientes atteintes de carcinome ovarien. Ce 
résultat est le reflet de l'activation exacerbée de la coagulation suivie d'une forte action 
fibrinolytique. Autrement dit, si la fibrine est formée, elle est constitutivement dégradée. 
Cependant, le taux d'EPCR soluble dans la plupart des ascites, était plus bas que dans le plasma, 
résultant ainsi en une disponibilité plus élevée de la PC dans le fluide péritonéal. Il est intéressant 
de préciser que la population malade, inclue dans cette étude, était en stade métastatique. A ce 














important. La quantité d'EPCRs présente est, par conséquent diluée, son action procoagulante 
l'est aussi. En revanche, le nombre croissant de nodules tumoraux, exprimant l'EPCR à leur 
surface, promeut l'activité anticoagulante de la PCA. 
 Cette étude a aussi révélé, une modification du cycle cellulaire des cellules OVCAR-3, 
appréciée par la modification de la teneur en DNA par cytométrie de flux dans des conditions 
bien déterminées : la PCA, au niveau des cellules OVCAR-3, serait impliquée dans la diminution 
du nombre des cellules en phase G2 et l’augmentation de celles en phase S. 
 Nous avons également observé que i) la PCA, en se fixant sur les cellules OVACAR-3, 
induit une augmentation de la migration cellulaire ; ii) la stimulation des cellules OVACAR-3 
par la PCA, provoquait une réparation plus rapide d’une blessure formée sur un tapis de cette 
lignée cellulaire. 
 Les cellules OVACAR-3, cultivées en présence de PCA, ont été également caractérisées 
par une migration plus rapide. Cette observation a été faite sur des cellules OVCAR-3, 
incorporées dans une gouttelette de Matrigel. 
 Nos résultats ont révélé, par cytoELISA, une activation cellulaire objectivée par une 
phosphorylation de la thréonine. Cette activation était plus rapide que celle de la phosphorylation 
de la tyrosine. 
 Enfin, nous avons mis en évidence l'effet de l'inhibition des voies de signalisation MEK-
Erk et Rho-GTPase sur l'obstruction de la migration induite par la PCA. 
 Il est à noter que toutes ces modifications sont induites par la protéine C activée et à un 
moindre degré par la forme native de la protéine. 
 En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence le rôle joué par le système PC 
et son récepteur endothélial dans le développement tumoral. Ce rôle repose sur des interactions 






























































































































Le microenvironnement tumoral a un effet prépondérant sur la croissance et la 
progression de la pathologie cancéreuse, la dissémination métastatique et la régulation des 
réponses biologiques associées. Ses composantes ont un effet évident sur l’évolution de la 
maladie. Dès l’initiation tumorale et jusqu’aux métastases, les interactions entre cellules 
transformées et leur microenvironnement, orchestrent l’évolution de la pathologie cancéreuse via 
différents processus biologiques et plusieurs mécanismes moléculaires.  La connaissance et la 
maîtrise de ces multiples phénomènes sont à la base du développement de nouvelles approches 
thérapeutiques visant à élaborer des traitements efficaces et personnalisés contre le cancer.  
 Dès le début du processus tumoral, un microenvironnement procoagulant se met en place. 
D’une part les cellules tumorales sécrètent des facteurs procoagulants à l’origine d’une 
génération exacerbée de fibrine. D’autre part, l’inflammation joue un rôle de première 
importance dans l’amplification de l'hypercoagulabilité autour de la tumeur. La tumeur trouve 
refuge dans cette matrice extracellulaire (MEC), qui lui sert non seulement de structure de 
soutien, mais aussi de barrière protectrice contre l’action de défense de l’hôte. 
 Cependant, la MEC est aussi le siège d’un remodelage régulier. En effet, l’agressivité de 
la tumeur se traduit notamment par la capacité des cellules tumorales de s’échapper de leur site 
initial. Ce phénomène est étroitement lié au remodelage matriciel. 
 Plusieurs études se consacrent au remaniement de la MEC par l’action des protéases 
(MMP, urokinase). Toutefois, peu d’études s’intéressent aux aspects de l’inhibition de la 
formation de cette matrice. 
 Le microenvironnement tumoral vacille entre coagulation et anticoagulation.  Le système 
PC/EPCR constitue le maillon commun de ces deux processus. L'EPCR favorise l'activation de 
son ligand, la protéine C, par le complexe thrombine-thrombomoduline. La PCA clive les 
facteurs Va et VIIIa, réduisant la libération de la fibrine. En revanche, l'EPCR peut être libéré, 
suite à son clivage membranaire, sous une forme circulante dite EPCR soluble (EPCRs). 
L'EPCRs séquestre la PCA et déjoue son action anticoagulante. 


























 Dans un premier temps, nous avons évalué la prédisposition génétique, d'une population 
de patients atteints d'un cancer, à développer une thrombose. Autrement dit, le profil 
prothrombotique d'un patient cancéreux serait-il, entre autres, le reflet d'une mutation génétique 
donnée ? 
 Pour répondre à cette question, nous avons ciblé un SNP connu pour être à l'origine de la 
solubilisation de l'EPCR et la libération de sa forme circulante. 
  Notre population d'étude était composée de patients atteints d'hémopathies malignes et de 
donneurs sains. Nous avons démontré que la distribution des génotypes AA, AG et GG, en 
position 6936 du gène d'EPCR, était similaire dans la population malade et saine. Cette 
similitude dans la distribution des génotypes, entre les deux populations, est cohérente. En effet, 
le profil non-cancéreux attribué à ces donneurs constitue une étiquette ponctuelle. En d'autres 
termes, la population malade est une ancienne population saine. Le profil génétique, quant à lui, 
ne varie pas. 
 Au sein de la population malade, nous avons démontré que 23,3% des patients avaient 
développé au moins un épisode thrombotique, tout génotype confondu. Cette fréquence est de 
38,1% lorsque le patient est porteur du génotype 6936AG. Aussi, nous avons trouvé que 
l'incidence de la thrombose était élevée dans toutes les hémopathies malignes, excepté dans la 
leucémie aiguë lymphoblastique. En effet, cette sous-population est relativement jeune par 
rapport aux autres sous-populations et il est admis que l'incidence de thrombose est majorée par 
le facteur âge. 
 Dans la sous-population atteinte de leucémie aiguë myéloblastique, l'incidence de 
thrombose est de 50% chez les patients porteurs du génotype 6936AG. 
 Tous ces résultats plaident en faveur d'une relation triangulaire entre le SNP 6936A/G 
d'une part, la pathologie cancéreuse et la thrombose, d'autre part. Le SNP 6936A/G pourrait, 
donc, constituer un biomarqueur clé dans la prévention de thrombose, chez les patients 
cancéreux, notamment ceux atteints de leucémie aiguë myéloblastique.  
 Ensuite, nous avons orienté notre étude vers la pathologie cancéreuse ovarienne. Le 
cancer de l'ovaire constitue un des cancers gynécologiques les plus graves, entraînant, après le 
cancer du sein, la mortalité la plus élevée de ces cancers. Cette pathologie est particulièrement 
meurtrière, car dans la majorité des cas, elle n'est diagnostiquée qu'après la dissémination des 


























 Une étude, in situ, nous a permis de mettre en évidence la présence d'EPCR membranaire 
dans la majorité des biopsies de tumeurs ovariennes, mais aussi dans des biopsies mammaires, 
pulmonaires et coliques. Cela suggère que la présence d'EPCR serait commune aux tumeurs, 
quelle que soit leur origine. L'EPCR membranaire était aussi détecté dans les agrégats cellulaires 
issus de prélèvements d'ascite de patientes atteintes du cancer de l'ovaire et aussi sur la surface 
de lignées cellulaires mises en culture, notamment, la lignée d'adénocarcinome ovarien OVCAR-
3. 
 La présence d'EPCR, à la surface des nodules tumoraux, ainsi que celle des lignées 
cancéreuses, limiterait le dépôt de la fibrine dans le microenvironnement tumoral. L'inhibition de 
la fibrinoformation par le système PC/EPCR déstabilise la matrice extracellulaire, accentue le 
potentiel migratoire des cellules tumorales, favorisant ainsi la dissémination métastatique et la 
majoration du phénotype malin de la tumeur. 
  Il est, également, intéressant de constater que la détection de l'EPCR membranaire, au 
niveau des biopsies, était plus faible après traitement thérapeutique, chez les patientes atteintes 
du cancer de l'ovaire. Cela pourrait être expliqué de deux façons : 
- le potentiel prothrombotique, provoqué par un traitement thérapeutique dans un contexte 
néoplasique, constitue une évidence. La fonction anticoagulante de l'EPCR/PC serait, par 
conséquent, atténuée. La solubilisation de l'EPCR, par action protéolytique, serait augmentée. La 
fibrine, ainsi générée, renforcerait la matrice extracellulaire, protégeant les cellules tumorales des 
effets du traitement thérapeutique et de la réponse inflammatoire associée. 
- la protéine C activée est connue pour ses propriétés cyto-protectrices. Ces effets nécessitent la 
fixation de la PCA à son récepteur EPCR et se traduisent par le clivage et l'activation de PAR-1. 
Dans notre étude réalisée in situ, l'anticorps dirigé contre l'EPCR, ciblait spécifiquement le 
domaine de fixation de la PC. Nous pourrions, donc, penser que ce domaine n'était plus 
disponible, suite à la fixation exacerbée de la PC sur son récepteur afin d'exercer sa fonction 
cyto-protectrice – empêchant, ainsi, par compétition la fixation de l'anticorps anti-EPCR. 
 Aussi, nous avons détecté que le taux d'EPCRs dosé dans le liquide péritonéal des 
patientes atteintes du cancer de l'ovaire était nettement supérieur à la normale plasmatique. En 
effet, l'ascite constitue une véritable source d'enzymes protéolytiques dont les métalloprotéases, 


























 Dans une deuxième population atteinte du cancer de l'ovaire, mais à un stade 
métastatique, le taux d'EPCRs était, curieusement, comparable à celui du plasma normal. En 
outre, ces ascites renfermaient des quantités importantes de fibrine soluble et de fibre de fibrine, 
indiquant que la coagulation était suivie par une action fibrinolytique. Ces résultats mettent en 
évidence la faible disponibilité de l'EPCRs dans ces ascites. La basse concentration d'EPCRs 
pourrait être expliquée par l'important volume d'ascite chez les patientes en stade métastatique. 
Cela diminue non seulement le taux d'EPCRs dans ces prélèvements, mais dilue aussi son action 
coagulante dans le fluide péritonéal.  
 En conclusion à ces premiers résultats, nous distinguons deux cas de figure ; le cas des 
tumeurs solides et celui des hémopathies malignes. 
 En effet, l'EPCR membranaire présent à la surface des cellules tumorales joue un rôle 
crucial dans le remodelage matriciel, en limitant le dépôt de fibrine et favorisant ainsi la 
dissémination métastatique. Aussi, la PCA fixée à son récepteur, accentue les propriétés 
migratoires des cellules malignes, via la voie de signalisation ERK-MEK-1/2 et Rho-GTPase, 
favorisant leur extravasation dans la circulation et promouvant leur potentiel métastatique. 
  Dans un contexte d'hémopathie maligne, les cellules leucémiques circulantes fixent la 
PCA, via, les biomolécules d'EPCR présentes à leur surface. Les cellules tumorales diminuent le 
taux de PCA circulante et bénéficient de ses propriétés cyto-protectrices. Aussi la solubilisation 
de l'EPCR exprimé au niveau des blastes est fortement favorisée par le contexte inflammatoire 
spécifique à la leucémie et la sécrétion des enzymes protéolytiques par les cellules tumorales. La 
PCA, séquestrée par ses deux récepteurs membranaire et soluble, est par conséquent doublement 
empêchée d'exercer sa fonction anticoagulante. Cela fournit un élément de réponse pertinent 
quant au potentiel prothrombotique élevé et la forte fréquence de thrombose chez les patients 
atteints d'hémopathies malignes. 
 
 Sous un autre angle, le rôle du système PC/EPCR, dans un contexte néoplasique, peut 
être qualifié d'ambivalent.  
 D'une part, l'EPCR exprimé au niveau d'un nodule tumoral, accélère l'activation de son 
ligand. Ce complexe joue un rôle crucial dans l'inhibition de la fibrinoformation et la 


























migratoire des cellules cancéreuses, favorisant ainsi la prolifération tumorale et la dissémination 
métastatique.  
 D'autre part, la solubilisation de l'EPCR et sa libération dans le plasma, lui confèrent un 
caractère procoagulant. En outre, le volume de la masse tumorale et le nombre de blastes 
croissants devraient libérer un plus grand nombre d'EPCRs dans le plasma. Le volume 
plasmatique étant constant, le dosage du taux d'EPCRs plasmatique devrait corréler positivement 
avec la croissance tumorale. 
 Ainsi, l'EPCR soluble, dans l'ascite ou dans le plasma, peut constituer un biomarqueur clé 
du développement de la pathologie cancéreuse et de la survenue de thrombose. Associé à d'autres 
marqueurs de la thrombose et/ou du cancer, l'EPCRs peut également, représenter un critère 
d'évaluation pertinent de la progression des deux pathologies et aussi de l'efficacité des 
traitements médicamenteux.  
 Ces résultats peuvent constituer la base de nouvelles perspectives. Ainsi, la mise en place 
d'une étude sur une cohorte de patients à grande échelle atteints d'hémopathies malignes ou de 
tumeurs solides est susceptible d'apporter des réponses tranchantes, quant à la pertinence du SNP 
6936A/G de l'EPCR en tant que biomarqueur du risque thrombotique, dans un contexte tumoral. 
Etant donné leur faible fréquence, nous étions contraints d'abandonner les sujets porteurs du 
génotype 6936GG, au cours de notre étude statistique. Pourtant, les patients homozygotes avec 
un allèle 6936G seraient les plus prédisposés aux événements thrombotiques. Pour vérifier cela, 
il serait très intéressant de cibler un nombre plus importants d'individus. L'évaluation combinée 
d'autres biomarqueurs de la pathologie cancéreuse et/ou de la thrombose, génétiques, 
moléculaires ou macromoléculaires, semble importante. Il serait également judicieux de classer 
les patients en fonction de l'ancienneté de la pathologie néoplasique, sa localisation, son stade et 
l'éventuel traitement médicamenteux. 
 Aussi, la comparaison des résultats entre hémopathies malignes et tumeurs solides 
pourrait aider à mieux caractériser le potentiel thrombophile de chaque type de pathologie et 
cerner le rôle de l'EPCR dans cette relation causale entre cancer et thrombose. 
 Enfin, la dissection des mécanismes pro-invasifs et des propriétés cyto-protectrices et 
anti-inflammatoires de la PCA est de première importance. La PCA est capable d'enclencher 


























moléculaires communs et aboutissent, en fonction des conditions physiopathologiques, à des 
résultats ou effets opposés.  
 Dans ce contexte, nous avons également étudié l'influence de la PCA sur la réponse 
immunitaire et inflammatoire dans la pathologie cancéreuse ovarienne. Nous avons démontré 
que la PCA était capable de réguler positivement ou négativement certains acteurs impliqués, 
d'une manière directe ou indirecte dans cette réponse associée. Notre étude a révélé, in vitro, une 
augmentation significative de la production de la thrombopoïétine, une cytokine majoritairement 
sécrétée par le foie, dans le milieu de culture d'une lignée d'adénocarcinome ovarien humain, 
OVCAR-3, préalablement stimulée par la PCA.  
 Ces résultats, nous ont poussés à mettre en place un protocole pour mettre en évidence 
l'expression du gène de la TPO dans cette lignée cellulaire, ainsi que dans les agrégats cellulaires 
de patientes atteintes de carcinome ovarien. Nous avons ensuite caractérisé la régulation post-
transcriptionnelle par la PCA. Enfin, nous avons démontré, pour la première fois, que la TPO 
sécrétée par les cellules cancéreuses ovariennes, était capable de maintenir en vie une deuxième 
lignée TPO-dépendante – preuve que cette TPO ovarienne est, bel et bien, biologiquement 
fonctionnelle. La TPO et la PCA seraient, probablement, impliquées dans des processus 
communs. La PCA serait responsable de l'activation de voie(s) de signalisation et de régulation 
de la synthèse de la TPO et de son activité proliférative. 
 Curieusement, le taux de transcription du gène de la TPO était différent entre les deux 
lignées ovariennes étudiées ; et ce, indépendamment de la stimulation par la PCA. Ce taux était 
très faible dans le tissu ovarien sain. Aussi, le niveau de transcription du gène était nettement 
plus élevé dans la lignée leucémique K562, pourtant l'effet prolifératif de la TPO sécrétée par 
cette lignée était comparable à celui des OVCAR-3 stimulées. 
 Il faudrait, donc, éclaircir d'autres points concernant le rôle de la TPO dans la pathologie 
cancéreuse. Comprendre les mécanismes de régulation transcriptionnelle du gène de la TPO et 
de son épissage alternatif, ainsi que les fonctions des différentes isoformes sécrétées, semble 
indispensable.  
 Il est également important d'identifier et de caractériser les éventuelles interactions entre 
TPO et PCA dans un contexte physiologique ou tumoral. En effet, la PCA fixée à son récepteur 
promeut la migration des cellules cancéreuses, par la voie de signalisation ERK-MEK-1/2. La 


























ERK). Recrutées par le récepteur c-MPL, ces kinases sont phosphorylées au niveau de leurs 
résidus tyrosine. Cette phosphorylation est induite par la TPO, une fois fixée à son récepteur. 
Plusieurs études suggèrent l'implication des MAPK dans la différenciation des mégacaryocytes. 
Leur rôle dépendrait de l'intensité et de la durée de l'activation de cette voie de signalisation. 
Comme l'expression du c-MPL a été déjà mise en évidence dans des cellules ovariennes, nous 
pourrions suggérer une possible coopération entre la TPO et la PCA pour amplifier le signal 
MAPK et promouvoir, à la fois, la différentiation des mégacaryocytes et la dissémination 
métastatique.  
 La mise en place d'une étude in vitro et in vivo pourrait nous apporter d'autres éléments 
de réponse quant aux possibles voies de signalisation et de régulation communes de la PCA et la 
TPO.  
 Enfin, une étude in situ sur des biopsies de patients atteints de cancer pourrait révéler de 
potentielles corrélations, notamment entre la TPO et l'EPCR. Également, la mise au point d'une 
trousse de dosage plasmatique et dans l'ascite (TPO, plaquettes, EPCRs) pourrait nous aider à 
mieux comprendre les fonctions séparées et combinées de ces acteurs dans la pathologie 
cancéreuse et les complications thrombotiques associées. 
 
 Le rôle de la protéine C et de son récepteur endothélial, dans le cancer et la thrombose, 
semble très complexe. Dans les prochaines années, l'identification et le rassemblement des 
nouvelles pièces du puzzle, est décisif. Il s'agit de dégager, en toute urgence, des réponses 
péremptoires, quant aux effets pléiotropes de la PCA, afin de pouvoir identifier des cibles 
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Au cours de mes travaux de thèse, j’ai pu participer à une collaboration de Massoud 
Mirshahi avec Christian Billard dont le thème de recherche concerne les mécanismes d’action 
d’agents inducteurs d’apoptose afin de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques. Ce 
travail collaboratif a porté sur les nouvelles stratégies de traitement des cancers qui ciblent le 
rétablissement de la mort cellulaire apoptotique et les protéines de la famille BCL-2. L’apoptose 
est un programme physiologique qui intervient au cours du développement et de l’homéostasie 
tissulaire, et qui est aussi destiné à éliminer les cellules endommagées et dangereuses. 
L’échappement à l’apoptose est caractéristique de nombreux cancers. Il est en effet fréquemment 
impliqué dans le développement tumoral et c’est un mécanisme important de résistance 
thérapeutique. Certains cancers restent d’ailleurs incurables à cause de l’incapacité des cellules 
malignes à développer le programme apoptotique, et la leucémie lymphoïde chronique (LLC) en 
est un exemple typique.  
 Cette collaboration a été l’objet de trois publications. La première concerne les stratégies 
ciblant les protéines impliquées dans le contrôle de l’apoptose dépendante des caspases pour 
améliorer les traitements de la LLC. La seconde est une mise à jour des agents dits « BH3 
mimetics » ciblant les protéines de la famille BCL-2 qui régulent la voie mitochondriale de 
l’apoptose. Cet article souligne les perspectives novatrices qui sont offertes par les derniers 
composés identifiés. La troisième publication est un commentaire sur les premiers « BH3 
mimetics » spécifiques de MCL-1 (une protéine unique de survie) qui viennent d’être découverts, 




















Stratégies ciblant les protéines d'apoptose pour améliorer la 
thérapie de la leucémie lymphoïde chronique 
 
Strategies targeting apoptosis proteins to improve therapy of chronic lymphocytic 
leukemia 
Samaher Besbes, Massoud Mirshahi, Marc Pocard and Christian Billard. 
Blood Reviews, 2015 [Epub ahead of print]. 
 
 Dans la voie mitochondriale de l’apoptose, la perméabilisation de la membrane 
mitochondriale provoque la libération du cytochrome c et d’autres facteurs apoptogènes tel que 
SMAC (second mitochondrial activator of caspases) qui permettent l’activation des caspases 
(famille de protéases qui sont les acteurs de la démolition cellulaire). L’activation des caspases 
est régulée négativement par des antagonistes de la famille de protéines IAP (inhibitor of 
apoptosis protein). La perméabilisation de la membrane mitochondriale est strictement contrôlée 
par les protéines de la famille BCL-2 qui comprennent les membres pro-survie (notamment 
BCL-2, BCL-XL, MCL-1) et les membres pro-apoptotiques de deux types : les « BH3-only » 
(dont BIM, PUMA, BAD, NOXA) et les effecteurs de la perméabilisation (surtout BAX et 
BAK). L’activité fonctionnelle des membres pro-survie est de séquestrer les protéines pro-
apoptotiques sous forme de complexes inactifs. En cas de stress apoptotique, les BH3-only sont 
activées, et elles interagissent avec les protéines de survie ; ceci permet le relargage de BAX et 
BAK et leur activation. Ces dernières peuvent aussi être activées directement par certaines 
protéines BH3-only. Ces différentes interactions gouvernent donc la perméabilisation de la 
membrane mitochondriale et donc l’équilibre survie/apoptose de la cellule. 
 La LLC est un modèle exemplaire de cancer impliquant un défaut d’apoptose. Ceci se 
traduit par l’accumulation des lymphocytes leucémiques (quiescents) dans le sang périphérique. 
Malgré les avancées récentes des protocoles de chimio-immunothérapie, cette maladie reste 
incurable. Différentes stratégies visant à rétablir la machinerie apoptotique ont donc été étudiées 












survie des familles BCL-2 et IAP à l’aide d’oligonucléotides antisenses et d’inhibiteurs indirects 
et non spécifiques de la transcription tels que les CDK (cyclin-dependent kinases), (2) 
l’inhibition de l’activité fonctionnelle des protéines de survie des familles BCL-2 et IAP avec, 
respectivement, des « BH3 mimetics » et des « SMAC mimetics » et (3) la régulation positive de 
l’expression des protéines pro-apoptotiques BH3-only avec des inhibiteurs du protéasome et des 
histones désacétylases (HDAC). Des résultats cliniques prometteurs ont été enregistrés avec les 
inhibiteurs de CDK et surtout avec des BH3 mimetics (navitoclax, ABT-199) qui ciblent BCL-
XL et/ou BCL-2 avec une haute affinité. Les BH3 mimetics imitent les protéines BH3-only en 
antagonisant les protéines de survie et en induisant l’apoptose. Ces données indiquent que les 
































































































Nouvelle dimension dans le ciblage thérapeutique de la famille des 
protéines BCL-2 
 
New dimension in therapeutic targeting of BCL-2 family proteins 
Samaher Besbes, Massoud Mirshahi, Marc Pocard and Christian Billard 
Oncotarget, 2015 
 
 Le ciblage des protéines de la famille BCL-2 apparait être une stratégie attractive pour 
assister les traitements des cancers. Ceci a suscité le développement d’agents dits « BH3 
mimetics » qui imitent les membres proapoptotiques BH3-only de la famille en interagissant 
spécifiquement avec les membres pro-survie et en inhibant leur activité anti-apoptotique ; ceci 
induit l’activation des effecteurs BAX et BAK et par conséquent l’apoptose dans les cellules 
malignes. Des résultats cliniques significatifs ont été obtenus surtout avec l’ABT-199, un 
inhibiteur spécifique de la protéine BCL-2. Un certain nombre des composés identifiés ne lient 
pas leurs cibles avec une haute affinité (nanomolaire) nécessaire pour induire l’apoptose via le 
mécanisme qui permet l’activation de BAX/BAK. Toutefois, les dernières recherches ont permis 
la découverte de, non seulement plusieurs nouveaux BH3 mimetics authentiques du type 
inhibiteur des protéines de survie, mais aussi des BH3 mimetics novateurs : certains sont 
capables d’activer directement les effecteurs BAX et BAK, et un composé est à la fois activateur 
de BAX et inhibiteur de BCL-2. De nouvelles perspectives sont donc envisageables pour 






























































































































Premiers "BH3 mimectics" ciblant MCL-1 comme thérapeutiques 
potentielS pour viser les traitements du cancer 
 
First MCL-1-selective BH3 mimetics as potential therapeutics for targeted treatment of cancer 
Samaher Besbes and Christian Billard 
Cell Death and Disease, 2015  
 
 Aucun des “BH3 mimetics” identifiés jusqu’à présent (qu’ils soient authentiques ou 
putatifs) n’étaient capables de cibler spécifiquement MCL-1 (et avec une affinité suffisamment 
élevée), une protéine anti-apoptotique très particulière de la famille BCL-2. En effet : les 
régulations de MCL-1 sont différentes des autres membres de la famille ; MCL-1 est un facteur 
de survie dans de nombreux types cellulaires ; son gène est l’un des plus amplifiés dans les 
cancers humains ; la surexpression constitutive de cette protéine est fréquemment impliquée dans 
le développement tumoral et dans les résistances thérapeutiques ; et enfin, son « silencing » 
induit l’apoptose dans certains types de cellules cancéreuses in vitro. Les approches visant à 
inhiber l’expression de MCL-1 avec des inhibiteurs de CDK se sont avérées décevantes en 
clinique à cause de leur faible spécificité et de leur mécanisme d’action indirect. Les premiers 
BH3 mimetics authentiques ciblant spécifiquement MCL-1 viennent d’être découverts. Ils 
interagissent avec la cible avec une affinité très élevée (sub-nanomolaire) et induisent l’apoptose 
mitochondriale dans des lignées dépendantes de MCL-1 pour la survie par un mécanisme « on-
target » impliquant l’activation de BAX/BAK. La découverte de ces BH3 mimetics constitue un 
grand pas en avant dans la lutte contre les résistances thérapeutiques de cancers qui dépendent au 
moins en partie de MCL-1. 
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